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概 要 
 
がんの治療方法として、超音波と超音波増感剤の相乗効果を利用した音響化学治療の実
用化を目指し、本治療における抗腫瘍性の鍵となる音響キャビテーションの生成効率の向上
に化合物側からアプローチした。音響化学治療用化合物としてキャビテーション誘導能と音響
化学活性を併せ持つ化合物Rose Bengal（以降RB）に腫瘍集積性を付与した誘導体を開発し、
本化合物と超音波の併用により、マウス実験腫瘍への抗腫瘍効果を検証し、低エネルギー超
音波照射でのがん治療の可能性を提示した。本論文の各章の内容は以下の通りである。 
第 1章 序論 
第 1章ではまず研究の背景として、日本におけるがん対策とその経過についてまとめた。が
ん患者のライフステージは多様化しており、患者個々人がライフスタイルに応じた治療法を選
べる時代になりつつある。そのような状況下で、がん部位への選択性が高く、正常な部位への
影響が少ない、低侵襲ながん治療法の重要性が高まっている。 
続いて著者らが取り組んでいる低侵襲ながん治療法である音響化学治療の概説として、超
音波の生体への作用、音響化学治療の概念とその課題について先行研究を含めてまとめた。 
音響化学治療におけるがんを破壊するエネルギーの源はキャビテーション現象であり、本
現象では、超音波照射で生成した気泡の圧壊時に高温・高圧な特異な反応場が生じる。これ
を人体中で、しかもがんの部位のみで安定に発生させることが本治療法実現の鍵となる。 
ヒトへの治療で必須である進行波条件での超音波照射で効率的にキャビテーションを生じ
させる方法は、超音波照射方法と超音波増感剤の 2 方向からのアプローチで検討されてきて
いる。化合物側からのアプローチとして、光増感剤として知られている RBが音響キャビテーシ
ョンを誘導するユニークな能力を持っており、また、生じたキャビテーションによって自ら活性
化され、酸化的に細胞を破壊する能力（音響化学活性）も併せ持つことを著者の共同研究者
らは見出した。しかし、RB はがんに集積しない。この課題を解決すべく、本研究では RB に腫
瘍集積性を付与した誘導体、RB 誘導体（以降 RBD）の開発に取り組んだ。RB ががんに集積
すれば、患部に集束した超音波とのキャビテーション誘導、音響化学活性のトリプルターゲテ
ィングでがん部にアプローチできる、選択性が高くて安全な治療法となることが期待できる。 
第 2章 音響化学治療用化合物 腫瘍集積性 RBDの開発 
第2章ではキャビテーションを誘導する性質と、キャビテーションによる音響化学活性を併せ
持つ化合物である RBへの腫瘍集積性の付与について検討した結果をまとめた。 
光増感剤および音響化学活性化合物として知られる Porphyrin系化合物において、腫瘍集
積性を付与する研究がなされており、親水性と親油性を併せ持つ両親媒性が腫瘍集積性に
寄与することが示唆されている。この仮説を元に RBへの両親媒性の付与を目的に、異なる親
油基と親水基を導入した RBD1、RBD2、RBD3の 3種類の誘導体を分子設計し、合成した。 
得られた RBD の組織集積性の評価は担がんマウスを用いて実施した。その結果、親水基
である Carboxyl基が親油基であるAlkyl鎖から分岐した置換基を有する RBD3が、腫瘍集積
性化合物として最も有望であった。Alkyl 鎖の長さを調節することによって、高腫瘍集積性
Porphyrin系化合物ATX-70と同等以上の腫瘍集積性を持つ誘導体が得られた（側鎖のAlkyl
鎖の炭素数 C=14の RBD3）。 
なお、上記組織への化合物の集積を評価する方法は、組織中の化合物の蛍光強度を組織
切片から直接測定する簡便な方法である。Nakajima らが開発した Porphyrin系化合物に特化
した評価方法を元に、市販の蛍光分光光度計を用いて、励起波長を可変とする汎用性の高
い評価方法を本研究にて新たに開発した。 
また、置換基の異なるRBD1、RBD2、RBD3の 3種類の誘導体とRBD3のAlkyl 鎖長を変
えた 3種類の誘導体の計 6 種の化合物の水および 1-Octanol への溶解度および分配係数を
評価することにより、腫瘍集積性と両親媒性の相関関係を提示し、腫瘍集積性化合物設計に
おける両親媒性付与仮説を実証した。 
第 3章 腫瘍集積性 RBDの音響化学的特性の評価 
第 3 章では腫瘍集積性 RBD（RBD3、C=14）の音響化学的特性を評価し、出発物質である
RBのキャビテーション誘導能と音響化学活性を RBD3（C=14）が維持していることを示した。 
前者は RBD3 溶液に超音波を照射した際にサンプルから発生する分調波をキャビテーショ
ン生成の指標とし、人体深部でキャビテーションを発生させることを念頭に進行波条件の超音
波照射系を選択した。後者は超音波照射での細胞障害性における、RBD3（C=14）の添加効
果を評価した。腫瘍細胞は浮遊のマウス肉腫 Sarcoma 180細胞を用い、超音波照射系はキャ
ビテーションが再現性良く発生する定在波条件とした。 
評価の結果、RBD3（C=14）は超音波照射によるキャビテーションの生成および細胞障害性
を、RB と同等あるいはそれ以上に増強することが分かった。また、細胞障害には RBD3（C=14）
の活性化で生成した活性酸素、特に一重項酸素が関与する作用機序が示唆された。 
RBD3（C=14）の音響化学的特性とその化学構造について論文検索を元に考察し、構造中
に複数存在する炭素‐ハロゲン結合がキャビテーション誘導能と音響化学活性の両者に寄与
している可能性が示唆された。 
第 4章 腫瘍集積性 RBDを用いた音響化学治療の試み 
第 4 章では RBD3（C=14）と、進行波条件下でキャビテーションを起こしやすい超音波照射
方法である第 2高調波重畳法による、マウス実験腫瘍への音響化学治療を試みた。その結果、
腫瘍成長の抑制が確認でき、音響化学治療の可能性を提示した。また、超音波照射時にキャ
ビテーションが生成していること、治療時の腫瘍内温度の測定から加熱作用は無視できること
を確認し、本治療の効果はキャビテーションに起因することを示した。 
キャビテーションは閾値がある現象であり、治療効果が得られないケースではキャビテーショ
ンが発生していない可能性が考えられる。キャビテーションが十分誘導される超音波照射条件
を設定しても、照射対象である腫瘍の形状は多様でその内部構造は不均一であるため、キャ
ビテーション生成が抑制されるケースが生じることが推測される。ヒトでの実用化を考えるとキャ
ビテーション生成の安定化を図る更なる工夫が必要である。 
第 5章 マイクロバブルの添加による音響化学活性の増強 
音響化学治療の実用化にあたり、定在波や大きな超音波強度に依存することなく確実にキ
ャビテーションを生成することを目的に、第 5章ではマイクロバブルの添加効果を検討した。第
3 章で述べたように、本研究で開発した RBD3（C=14）は気泡を保持する能力を持つ。その前
段階として微小気泡が元々存在すれば RBD3（C=14）の効果はいかんなく発揮され、キャビテ
ーションの生成の促進とそれに伴う抗腫瘍性の向上に繋がることが期待できる。 
脂質膜の中にフッ化炭素等の揮発性の気体を封入した超音波造影剤が開発され、マイクロ
バブルを安定的に実験系に供与することが可能となった。本章では、代表的な超音波造影剤
である Sonazoid（以降 SZ）の添加効果を in vitroでの細胞障害性の評価にて検証し、増強効
果を実証した。RBDと SZを併用した場合、超音波照射時間僅か 5秒で超音波単独の 20倍、
超音波と RBD併用の 11倍の細胞障害性が得られた。SZの平均粒径はこの 5秒の超音波照
射で 22％に縮小することも分かった。SZ は微小気泡としての役割を果たすだけでなく、自分
自身が破壊されることでより多くの微小気泡を発生させ、その核としての役割も果たしているこ
とが示唆された。RBD3（C=14）とマイクロバブルの併用は、マイクロバブルが微小気泡の生成
に、RBD3（C=14）が生成した気泡の成長に寄与することでキャビテーションの生成効率を相
乗的に高めると推察される。 
第 6章 結論 
以上まとめると、音響化学治療の実用化に向けて、その鍵となる音響キャビテーションの進
行波条件での安定な生成について化合物側からアプローチし、キャビテーション誘導能と音
響化学活性を併せ持つ RBに腫瘍集積性を付与した化合物 RBD3（C=14）の開発に成功した。
音響化学活性を有する腫瘍集積性化合物は今までにも報告されているが、キャビテーション
誘導剤自体が腫瘍に集積し、しかも音響化学活性も有する化合物は RBD3（C=14）が初めて
である。 
進行波条件でのキャビテーションの誘導は超音波照射側からの研究が先行している。その
ような状況下での化合物側からのアプローチは、特に化合物ががんに集積することで、治療
領域をがんに局在化できることが優位点となる。また、キャビテーション誘導剤を使うことで、照
射する超音波エネルギーを下げることが可能となり、超音波の通過域の安全性も確保できる。 
音響化学治療を医療現場で使うには、超音波と化合物、即ち医療機器と医薬品という 2 つ
の製品承認を得る必要があり、研究開発から医療応用への間には高いハードルが存在する。
そんな中で、既存抗がん剤との組み合わせでの音響化学治療の臨床研究が今年 5月に開始
された。本療法の安全性と有効性がヒトで確認でき、医療機器の承認という一つのハードルが
クリアされた先には、より安全性の高い治療、適用範囲の拡大といった治療法の進化に向けて
化合物側からアプローチした本研究成果が必ずや貢献するものと考える。 
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1.1 研究の背景 
1.1.1 日本におけるがん罹患者の現況と低侵襲治療の必要性 
（1）日本におけるがんの死亡者数 
厚生労働省がまとめた我が国の人口動態 1)によると、日本における 2015年の死因第 1位は
悪性新生物「がん」であった。1981 年に脳血管疾患に代わって死因 1 位になって以来、34 年
連続の 1 位である。死亡者数も増え続け、2015 年は 37 万人を超えた。これは日本人の死亡
者総数の約 30%を占める（図 1.1）。 
 
図 1.1 主な死因別にみた死亡率の年次推移（1947 年‐2015 年） 
平成 29 年我が国の人口動態（厚生労働省政策統括官）死亡の動きより転載 1)。 
＊1：死亡率は人口 10 万対。 
＊2：「がん」、「心臓病」、「脳卒中」は国際疾病障害死因分類における「悪性新生物」、「心疾患（高
血圧を除く）」、「脳血管疾患」にあたる。 
＊3：平成 6、7 年の心臓病の低下は、新しい死亡診断書（死体検案書）（平成７年１月施行）におけ
る「死亡の死因欄には、疾患の終末期の状態としての心不全、呼吸不全等は書かないでくださ
い。」という注意書きの、事前周知の影響によるものと考えられる。 
＊4：平成７年の脳卒中の上昇の主な要因は、ICD-10（平成 7 年 1 月適用）による原死因選択ルー
ルの明確化によるものと考えられる。 
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（2）がん罹患者の生存率 
がんが死因 1位となってから 30年以上、政府は単に傍観していた訳では無い。3期に亘る
対がん 10 か年総合戦略や、その集大成としての 2008 年のがん対策基本法制定と、「がん」と
いう病を人類最大の敵の一つとして、その撲滅に向けての対策を一貫して実施してきた。その
成果も出てきており、国立がん研究センターが発表している全がん 5年生存率 2)は、1993年‐
1996年の 53%から、2006年‐2008年では 60%を超えた。つまり、がんと診断されても 3人に 2
人は 5年以上生存できるようになってきたのである（図 1.2）。 
 
 
図 1.2 がんの 5 年相対生存率（全がん）の推移 
国立がん研究センターがん対策情報センターグラフデータベース集計データ 2)より作成。 
データ：生存率、診断年：1993-1996年、1997-1999年、2000-2002年、2003-2005年、性別：男女計、
部位：全部位、臨床進行度：全臨床進行度。 
 
（3）日本におけるがん罹患者 
図 1.3 に国立がん研究センターのがん登録・統計データ 2)によるがん罹患者数の推移を示
す。最新データである 2012年に新たに診断されたがんは 87万例を超えており、1980年初頭
の罹患者数の4倍になっている。この罹患者数の急激な増加が、様々ながん対策や治療法の
進歩にも拘らず死亡者数が増加し続けている要因である。 
がん罹患者数の年齢別の内訳を、1975年と最新データである 2012年の比較で図 1.4に示
す。2012年では、55歳以上の罹患者数が顕著に増加しており 1975年の 5倍以上の 76万人
となっている。その内、年齢的に手術による治療が難しいと考えられる 80 歳以上の罹患者は
20万人を超えている。 
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また 20 歳から 59 歳までの罹患者数は 1975 年の 6 万人弱から 2012 年には 15 万人超の
倍増となっている。 
近年の傾向として、就業層のがん罹患者数の増加と生存率の向上に伴い、日常生活は元
より、仕事を続けながら治療を行う罹患者が増えてきた。図 1.5 は厚生労働省が 2010 年の国
民生活基礎調査を元に集計した、仕事を持ちながら通院でがん治療を行っている罹患者数
であり 3)、男女を合計すると 30万人を超えている。 
がん対策基本法が施行されてから今年で 10 年となる。がん罹患者の状況も大きく変わって
きており、昨年 12月に現状に即した改正がなされた。これに基づき、現在「第 3期がん対策推
進基本計画」の準備が進められている。本計画の目玉の一つが、がん患者の就労支援であり、
事業主、そして国や自治体に、患者の雇用継続や、支援拠点の整備等の努力義務や協力が
定められる予定である。 
食習慣や環境の変化、更には高齢化によって、罹患率が年々高まっている「がん」という疾
患だが、政府の対策、がん関連研究の進展で生存率は確実に向上し、がんと共に生きる時間
が延長している。これまで、「がん」自体を治すことを第一に追求していた治療法は、自力で日
常生活を営む、仕事と両立する、生殖機能や外見・五感等将来を見据えて身体機能を温存
する、年齢を考慮する等、個々人のライフステージに応じて患者が取捨選択する時代になっ
てきた。その選択肢の一つとして、正常な部位への影響が少ない、低侵襲ながん治療方法の
重要性がますます高まっている。 
 
 
図 1.3 がんの全国推定罹患数の推移 
国立がん研究センターがん対策情報センター地域がん登録全国推計によるがん罹患データ 2)より
作成。データ：全部位、診断年、性別。 
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図 1.4 がんの年齢別先刻推定罹患数（男女計） 
国立がん研究センターがん対策情報センター地域がん登録全国推計によるがん罹患データ 2)より
作成。データ：全部位、診断年、年齢。 
 
 
図 1.5 仕事を持ちながら悪性新生物で通院している罹患者数  
厚生労働省資料「がん患者の就労や就労支援にかんする現状」より転載 3)。 
※厚生労働省「平成 22 年国民生活基礎調査」を元に同省健康局にて特別集計したもの。 
※仕事をもっているとは、調査月に収入を伴う仕事を少しでのしたことをいい、被雇用者のほか、自
営業主、家族従事者等を含む。 
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1.1.2 がん治療の現況とその侵襲性 
がんの治療法は、外科療法、化学療法、放射線治療が三大治療法と言われている。がんの
ステージや、病変部位の状況、年齢や合併症等の患者の条件によって、何れかの治療法が
選択され、あるいは複数の方法が組み合わされる。それぞれに長所、短所が有り、また低侵襲
化への試みもなされている（表 1.1）。 
三大治療法を侵襲性の側面から見ると、外科療法は観血的治療であるだけでなく、がんの
進行状況によっては、がんと共にがん周辺の正常部位まで摘出する場合もある非常に侵襲性
の高い治療と言える。身体欠損部位を減らす方向で内視鏡手術の技術開発が進んでいるが、
治療対象は限定される。化学療法は非観血的な治療法ではあるが、従来の抗がん剤の副作
用は全身に影響が及ぶ。副作用や侵襲性を下げる試みとして、薬剤の標的が絞られた分子
標的治療薬や、薬剤を必要な部位に届けるDrug delivery system（以降DDS）の開発が進めら
れている。 
そんな中で、放射線治療は波動の性質を利用して、その生体作用を「生体外から、生体の
限定した領域」に発生させて治療効果を得るため、侵襲性が比較的低い治療方法と言える。 
 
表 1.1 がんの三大治療法とその特徴 
 外科療法 化学療法 放射線治療 
適応 ・早期（0 期）から 
中程度進行（Ⅱ期）まで 
・病変が局所に限局 
・主として遠隔性転移の 
有るがんおよび白血病 
・病変が全身に進展 
・早期（Ⅰ期）から手術不能の 
進行（Ⅲ期）まで 
・病変が局所に限局 
長所 ・根治性が高い ・病状進行の遅延 
・延命の場合も有 
・機能と形態の欠損が少ない 
・全身への影響が少ない 
・早期の治療成績は外科同等 
短所 ・機能の欠損が大きい 
・部位、患者の条件（年齢、 
合併症等）等の制限有 
・全身への影響が大きい 
（副作用が強い） 
・根治性が低い 
・照射部周辺の正常細胞への影響 
・放射線抵抗性のがん種有 
・照射量の限度有 
低侵 
襲化 
・内視鏡手術 ・分子標的治療薬 
・DDS 
・高精度照準 
※がんのステージ 
0：がん細胞が上皮内にとどまっており、リンパ節に転移はしていない。I：腫瘍が少し広がっているが
筋肉の層まででとどまっており、リンパ節に転移はしていない。II：リンパ節に転移はしていないが、
筋肉の層を超えて浸潤している。または、腫瘍は広がっていないが、リンパ節に少し転移している。  
III：腫瘍が筋肉の層を超えて深く浸潤しており、リンパ節転移もみられる。IV：がんが臓器の壁を超
えて、まわりの主要な血管などに浸潤しているか、離れた他の臓器へ転移している。  
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1.1.3 波動を利用したがん治療法 
波動の生体への作用を応用したがんの治療法には放射線だけでなく、光や超音波を用い
た治療法がある。 
早期の治療では外科治療と同等の治療成績が得られている放射線治療は、前述のように
がんの三大治療法と言われるまでに普及している。しかし、現状ではコヒーレントなフォーカス
が困難であり、放射線進路上の正常部位への副作用が避けられない。また、一定量を超える
照射は逆にがん発症の原因にもなるため、照射量が限定される。 
光はレーザー光を用いることで、フォーカスが可能であり、光増感剤との相乗効果による光
線力学療法（Photodynamic therapy: 以降 PDT）が開発されている 4), 5)。光照射で活性化され
た増感剤が酸化的にがん細胞に障害作用を起こすことで治療効果が得られ、胃がん、子宮が
んで臨床応用されている。しかし、人体サイズに適した波長では生体中の減衰係数が大きい
ため、生体表層に治療対象が限定される。 
一方で、超音波は人体に対してその波長と減衰係数の関係が適合するという利点がある。
人体のサイズより 2桁程度短い波長の周波数 1 MHz程度の超音波は、人体サイズの軟部組
織を伝搬する間の減衰が 1桁‐2桁程度であり、超音波をフォーカスすることで、人体深部にも
必要な強度の照射が原理的に可能である。 
著者の共同研究者らは超音波の人体への適合性に注目した。Hematoporphyrin, 
Protoporphyrin, Gallium-deutroporphyrin錯体 ATX-70、その塩化物誘導体 ATX-S10 といった
光増感剤が超音波照射でも活性化され、in vitro 実験でがん細胞を損傷することを見出した
6)-11)。また、マウスを用いた動物実験でもその効果を実証した 12)-13)。この超音波と超音波増感
剤の相乗効果を用いたがんの治療方法を音響化学治療（Sonodynamic therapy: SDT）と名付
け、ヒトへの応用に向けての研究を重ねている 7)。本論文ではその一つのアプローチに関する
研究成果を報告する。 
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1.2 音響化学治療 
1.2.1 超音波の生体に対する作用 
超音波は一般には診断に用いられているが、疾患の治療への応用研究も多く行われてい
る 14)。がん治療においては、生体組織の超音波吸収による加熱作用を利用したハイパーサー
ミア 15)、加熱凝固療法 16)-20)等が応用例である（図 1.6）。前者は体温より若干高い 42℃程度の
穏やかな加熱を数 10分続け、後者は 60℃以上の高温に至る超音波を数秒照射し、生体のタ
ンパク質成分を変成させることにより、治療効果を得る。後者は High intensity focused 
ultrasound（以降 HIFU）と名付けられ、前立腺がん 19), 20)や乳がんで臨床応用されている。 
一方、超音波照射によって生じるキャビテーション現象の応用研究も盛んである。キャビテ
ーションは、液体の流れに中で圧力差により短時間に泡の発生と消滅が起きる現象である。超
音波照射によって生じる超音波キャビテーションの生成過程を図 1.7に示す。 
溶液中を超音波が伝搬する際、高圧域と低圧域が発生し、溶媒分子の間の力を上回る低
圧状態になった際に微小気泡が形成される。溶媒分子の間の力は通常非常に高いが、系内
に微小気泡の核となる物質が存在すると低下することが知られている。生成した微小気泡は
音波による負圧・正圧の振動で膨張と収縮を繰り返すが、その過程で液相に溶解する気体分
子の気相への拡散が逆方向の拡散を若干上回り、気泡は成長する。照射超音波と気泡が共
振するまで成長すると、気泡の振動は急激に激しくなり、圧壊する。その際数千度、数百から
数気圧、数百m/s という高温、高圧、高速流動の極限状態が、数百mの領域に秒の寿命で
発生する。これが超音波キャビテーションである 21)。 
気泡の激しい振幅や、圧壊時の高速流動等の機械的作用は結石破壊 22), 23)や軟部組織破
壊 24), 25)へ応用され、また HIFU治療における熱的作用の増幅効果 26), 27)も検討されている。 
著者らが研究対象とする音響化学治療はキャビテーションによる高温・高圧な特異な反応
場による化学的作用を利用する治療方法である。 
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図 1.6 超音波による主な生体作用の分類およびその治療応用  
超音波による生体作用は大きく分けて生体によるエネルギー吸収を熱に変化させた加熱作用とキャ
ビテーション現象による作用（化学的作用・加熱作用・機械的作用）がある。 
 
 
図 1.7 超音波キャビテーションの生成過程 20) 
溶液中を超音波が伝搬する過程で生じた気泡核が音波による振動で膨張と収縮を繰り返しながら
成長し、照射超音波の周波数と共振するまで成長した段階で圧壊する。  
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1.2.2 音響化学治療の概念 
音響化学治療 7)は、超音波と超音波増感剤の相乗効果を利用する。超音波照射で生じた
キャビテーションの高温・高圧・高速流動の極限状態では、気泡内あるいは系に存在する溶媒
が熱分解され、OH ラジカルや H ラジカルといった短寿命の活性種が発生する。こういった活
性種が超音波増感剤を活性化させ、細胞損傷等の生体への作用を生み出す。 
超音波と超音波増感剤が揃って生体作用が生じるため、超音波増感剤ががんに集積すれ
ば、患部選択性が高い正常組織には安全な低侵襲な治療となる（図 1.8）。 
また、照射した超音波エネルギーの効果を増感剤で増幅できるため、HIFU と比較すると必
要な超音波エネルギーは桁違いに低くなる場合もあり、比較的広いフォーカスで十分な超音
波エネルギーが得られ、適用範囲の広い治療法と言える。 
 
 
図 1.8 音響化学治療の概念 
音響化学治療は、超音波と超音波増感剤の相乗効果を利用したがんの治療方法である。超音波
照射で生じたキャビテーションが超音波増感剤を活性化させ、抗腫瘍効果が生じる。 
 
1.2.3 音響化学治療の課題とその解決方法 
超音波の生体への作用を利用したがん治療方法の中でも音響化学治療は高い安全性が
期待できる治療方法である。その安全性を担保したうえでのヒトでの実用化の鍵を握るのは、
超音波キャビテーションである。如何にしてキャビテーションを生体内の、しかも患部のみで効
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率的に発生させるかに懸かる。そのためにはキャビテーションの発生に不利となる進行波条件
での超音波照射が必要であり、そのために先人はどのような方法を開発し、著者らはどんな発
想で臨んだかを以下に示す。 
 
（1）定在波条件でのキャビテーションの生成と定在波条件での実験系の意義 
キャビテーションを利用する超音波洗浄機や超音波反応機ではキャビテーションを効率的
に発生させるために、定在波条件が用いられている。定在波条件では図 1.9に示す通り、生成
した気泡は輻射圧を受けて、音圧の振幅が激しい腹に移動する。腹に集まった気泡は一気に
大きくなり、気泡の圧壊が起こりやすくなる 28)。例えばキャビテーションによる細胞破壊が定在
波環境下で増強されることが報告されている 29)。 
音響化学治療では①超音波照射でキャビテーションを起こし、②発生したキャビテーション
で活性化された化合物が酸化的細胞障害でがんを攻撃するという 2 つの段階を経て治療効
果が得られる。本治療法に関する実験も、①キャビテーションを発生させる段階での評価、②
キャビテーション発生下での評価の 2つのパターンが存在する。特に②の評価系ではキャビテ
ーションが再現性良く発生していることが前提となるため、定在波条件下での評価系は②に最
適な実験系となる。著者の共同研究者らは、定在波条件を超音波増感剤のスクリーニング系
に採用し、1.1.3で述べた ATX-70や ATX-S10 といった化合物を見い出した 6), 8), 10)。 
 
 
図 1.9 定在波条件下での気泡の成長 28) 
定在波条件では共振周波数より小さい気泡は輻射圧を受けて腹に集まり、共振周波数に達すると
圧壊する。 
 
（2）In vivoでのキャビテーションの生成 
In vivoでの音響化学治療の可能性を検証するに当たって、著者の共同研究者らは、マウス
下肢に移植した腫瘍をコルク板上に設置して超音波を照射する、定在波条件の実験系を用
いた 16)。本検証にてキャビテーションが発生すれば腫瘍縮小効果が得られることを明らかにで
きた。音響化学治療をヒトへ応用するに当たって、上記の超音波照射系の治療対象は体表近
くのがんに限定される。人体深部の患部を治療するためには、人体の寸法に比べて十分に短
い超音波波長を選択せざるを得なく、進行波条件での超音波照射系が必要となる。 
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（3）進行波条件下でキャビテーションを効率的に発生する試み 
定在波や安定化微小気泡に依存せずにキャビテーションを生成することは一般に困難であ
り、気泡の生成と成長に大きく関わる超音波負圧を強調することが必要となり（図 1.7）、様々な
検討が行われている。 
1990年代終盤に著者の共同研究者らは、超音波の基本波とその第 2高調波を 1:1の割合
で重ね合すことで負圧を強調する第 2高調波重畳法を開発した。基本波および第 2高調波そ
れぞれ単独ではキャビテーションが生じない超音波強度でも、重畳法ではキャビテーションが
発生すること、生じたキャビテーションで化学反応が促進することを報告している 30), 31)。 
それから 10年後の 2010年前後より、Cain らのグループは、数 10 MPa といった非常に大き
な振幅の負圧を持つ超音波パルスを数s 照射するという、超音波照射装置の進化に追随し
た照射方法を開発した 24), 29), 32), 33)。本照射法で生じたキャビテーションはその機械的作用の
みで生体組織を破壊（Histotoripsy）することが可能である。 
Cainらに続き、Umemuraらのグループは、上記方法でキャビテーションを起こし、生じたキャ
ビテーションを安定に持続させるTrigger pulse法を開発した 34), 35)。これは、非常に高い強度の
パルス波を 100 s程度照射した直後に一桁低い中強度の超音波を数 ms照射する方法であ
る。後半の超音波で気泡を振動させることによりその残存寿命が延長される。 
超高強度な負圧パルスは安定にキャビテーションを生成する有効な方法である。しかし、キ
ャビテーションは閾値を持つ現象であり、いったん生成すると雪崩的に進行し、制御不能とな
る恐れがある。照射目的位置に、目的サイズで局所的にキャビテーションを生成させるために
は、可能な限り短い数sのパルス照射が望ましい。加えて 500 kHzや 1 MHz といった生体の
サイズに適した周波数で生体温度に近い 30℃前後といった必要条件を満たすには、30 MPa
以上の超高圧が必要となり、必然的にその超音波発生装置も大がかりとなる。 
 
（4）音響化学治療におけるキャビテーションの効率的な生成の可能性 
音響化学治療は超音波と超音波増感剤の相乗効果を用いた治療方法である。(3)に示した
キャビテーションの生成方法は何れも音響化学治療の一翼を担う超音波側からのアプローチ
である。音響化学治療のもう一翼を担う化合物側からのアプローチでキャビテーションを効率
的に生成できないかを検討したのが本研究である。 
キャビテーションを生成する超音波の強度を下げることができれば、超音波の進路にあたる
正常部位への影響が低くなり、より安全な治療が実施できる。また、生体深部の治療も可能と
なり、治療適応範囲も広がる。 
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1.3 音響化学治療用化合物 
1.3.1 キャビテーションを誘導する化合物 
前節で示した超音波キャビテーションの生成の過程（図 1.7）を元に、キャビテーションの生
成効率を向上する化合物の働きを考えると、一つには気泡発生時の核の役割が挙げられる。
生成した気泡の多くは成長の途中で圧壊に至らず消滅することから、圧壊するサイズ、即ち気
泡が照射超音波の周波数と共振するサイズまでの成長を支えることが二つ目の役割として考
えられる。 
上記一つ目の役割である気泡発生の核となる化合物として、超音波診断で用いられるマイ
クロバブル造影剤が用いられている。超音波結石破壊や、超音波加熱凝固療法等でキャビテ
ーションの機械的作用や加熱作用の増強が報告されている 36)。 
上記二つ目の役割として、著者の共同研究者らは Rose bengal（以降 RB）、Phloxine B、
Erythrosine B、TetrachlorofluoroceinといったXanthene系色素の一部が、進行波条件でもキャ
ビテーションを誘導する性質を示すことを見出した 37)。 中でもRBとPhloxine Bは超音波単独
照射の 1/5 以下の超音波強度でキャビテーションを誘導する。Xanthene 系色素の表面張力、
粘度、泡立てた場合の泡の持続時間が評価されており、RB、Phloxine B は界面活性剤
Sodium dodecyl sulfate（以降 SDS）同等あるいはそれ以上の泡の持続時間を示すことがわか
っている。この泡の持続時間延長の性質が、気泡が共振圧壊するまで成長するのを助け、キ
ャビテーションを促進すると考えられる。 
 
1.3.2 音響化学治療用候補化合物 
Xanthene 系色素は化学 38)、生物学 39)、医学 40)の分野において光増感剤として利用されて
おり、光照射によって、活性酸素種を生成することが知られている。中でも、最も高いキャビテ
ーション誘導能を示した RB は光照射によって 100%近い量子収量で 1 重項酸素を生成する
ことが知られている 41)。波長 514 nmの光照射で細胞の原形質膜の破壊を誘導することも知ら
れており 42)、超音波照射によって、抗腫瘍効果を示すことが十分期待され、著者の共同研究
者らはその効果を in vitro実験にて実証した 43)。 
しかしながら、in vivoでの固形がんへの効果は得られなかった。In vivoでの肝臓への集積
は検証されており、RB はその水溶性の高さから、生体に投与すると肝臓に集積後直ぐに体外
に排泄されてしまうのである 44)。 
高いキャビテーション誘導能、高い音響化学活性を併せ持つ RBが腫瘍に集積すれば、集
束超音波による空間的な選択性、腫瘍部位のみでキャビテーションが誘導される第 2 の選択
性、キャビテーションに引き起こされた腫瘍部位のみでの抗腫瘍活性の第 3の選択性と、非常
に高い患部選択的治療が期待できる。また、その患部局所的な生体作用にはキャビテーショ
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ンによる機械的作用と化学的作用の二重の効果が期待できる（図 1.6）。その一方で、RBは肝
機能判定の診断補助薬や、ドライアイの検査薬としての実績があり、超音波で活性化されなけ
れば人体での安全性は担保されている。 
著者は、高いキャビテーション誘導能を持つ音響化学活性化合物RBに腫瘍集積性を付与
した誘導体を開発することは、安全な音響化学治療の実用化への重要な研究課題と考えるに
至り、腫瘍集積性 RBDの開発を行うこととした（図 1.10）。 
 
 
図 1.10 音響化学治療用化合物に必要な性質とその効果  
高いキャビテーション誘導能と音響化学活性を併せ持つ腫瘍集積性化合物は、超音波の集束、腫
瘍部位でのキャビテーション生成、キャビテーション生成部位のみでの抗腫瘍作用の 3 重の選択性
を示し、安全な音響化学治療を実現する。 
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1.4 本研究の目的 
超音波と超音波増感剤の相乗効果を利用した低侵襲治療である音響化学治療は、超音波
の照射方法と超音波で活性化される化合物のそれぞれを工夫することにより、がん患部だけ
に効果を発揮し、正常組織には影響を与えないという、有効性と安全性を追求できる治療法
である。 
本研究では特に化合物側からのアプローチで本治療の鍵となるキャビテーションの生成効
率を向上し、比較的低いエネルギーの超音波照射でのがん治療の可能性を提示する。 
この目的達成に向けて、著者は以下の順序で本研究を進めた。 
 
（1）音響化学治療用化合物 腫瘍集積性 RBDの開発 
第 2章では音響化学治療用化合物の開発について述べる。キャビテーション誘導能と音響
化学活性を有する RBに腫瘍集積性を付与する目的で両親媒性の 3種類の誘導体を分子設
計し、合成した。得られた誘導体を担がんマウスに投与し、腫瘍集積性を評価した。その際、
組織から化合物を抽出することなく、組織切片そのままで組織内の化合物濃度を測定できる
簡便な方法を検討した。また、得られた誘導体の水および 1-Octanol への溶解度および分配
係数を評価することにより、腫瘍集積性と両親媒性との関係を検証した。 
 
（2）腫瘍集積性 RBDの音響化学的特性の評価 
第 3章では、開発した腫瘍集積性 RBDのキャビテーション誘導能および音響化学活性とし
て細胞障害作用を評価し、出発物質であるRBの音響化学治療用化合物としての性質が維持
されていることを確認した。また活性酸素消去剤を試料に添加して、本治療法の抗腫瘍メカニ
ズムも検証した。 
RBD の特性評価にあたって、キャビテーション誘導能は、生体内部でキャビテーションを起
こすことを前提に、進行波条件の実験系で評価した。また、細胞障害作用については、キャビ
テーションによって RBD が活性化されての能力の評価となるため、キャビテーションを再現性
良く起こす定在波条件での実験系を用いた。 
 
（3）腫瘍集積性 RBDを用いた音響化学治療の試み 
第 4 章では、開発した腫瘍集積性 RBD を用いて、担がんマウスで音響化学治療を試み、
腫瘍の成長および腫瘍の超音波照射部位の形態学的観察にてその効果を評価した。また、
腫瘍内温度および腫瘍からの分調波成分の強度を測定し、治療機序を検証した。 
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（4）マイクロバブルの添加による音響化学活性の増強 
第 5章では、音響化学治療における化合物側からのキャビテーション生成効率向上の 2つ
目のアプローチとして、気泡の導入を目的とするマイクロバブルの添加効果を in vitro での細
胞障害作用で評価した。また、超音波照射後の試料溶液中のマイクロバブルの粒度分布を測
定し、マイクロバブルの細胞障害作用の促進機序を確認した。 
 なお、マイクロバブルの添加効果の評価は、RBDでキャビテーションが誘導されることを前提
にキャビテーションを再現性良く起こす定在波条件での実験系をあえて用い、そのような条件
下にマイクロバブルを添加することで、更なる効果が得られるかを検証した。 
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第 2章 
音響化学治療用化合物 腫瘍集積性 RBDの開発 
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2.1 緒言 
本研究では、音響化学治療の実用化に向けて、その鍵となる音響キャビテーションを効率
的に生成する方法に、「化合物」という化学的な側面からアプローチする。本章ではキャビテー
ションを誘導する性質と、キャビテーションによる抗腫瘍性（音響化学活性）を併せ持つ化合物
である Rose bengal（以降 RB）への腫瘍集積性の付与について検討した。 
光増感剤としても音響化学活性化合物としても知られる Porphyrin系化合物において、腫瘍
集積性を付与する研究がなされており、親水性と親油性を併せ持つ両親媒性が腫瘍集積性
に寄与していることを示唆している報告がある 45)-47)。この仮説を元に RB に両親媒性を付与し
た誘導体を設計して合成した。合成した RB 誘導体（以降 RBD）の組織集積性の評価は、
Nakajima ら 46)が開発したスクリーニング方法を応用して実施した。本方法は組織中の化合物
の蛍光強度を組織切片から直接測定する方法であり、担がんマウスを用いて実施した。更に
は RBDの両親媒性を評価し、腫瘍集積性との関係を検証した。 
 
2.1.1腫瘍集積性 
（1）腫瘍への化合物の送達 
腫瘍に目的とする化合物を送達する方法としてアクティブターゲティングとパッシブターゲテ
ィングが知られている。前者は抗体やリガンド等がん細胞を特異的に認識する担体を化合物
に付加して積極的に化合物を腫瘍に運ぶ方法である。後者は腫瘍組織と正常組織の構造の
違いを利用して化合物が長時間生体内を滞留するうちに徐々に腫瘍組織への集積と正常組
織への集積に差をつけていく方法である。後者は化合物自体にがんを特異的に認識する仕
組みは付与しないため、新生血管が多く形成されるがんであればがん種を問わず化合物を送
達できる方法であり、応用範囲が広い。RBへの腫瘍集積性の付与はRBが本来持っているキ
ャビテーション誘導能や音響化学活性を保持するために、化学的修飾は最低限度にする必
要があり、パッシブターゲティングを採用することが望ましい。 
パッシブターゲティングの中で良く知られているのは、化合物のサイズで腫瘍組織と正常組
織への集積に差をつける方法で EPR効果（Enhanced permeability and retention effect）48)-50)と
呼ばれている。腫瘍組織ではその旺盛な増殖を維持するために血管が新生され、その血管
壁は通常の血管壁よりも細胞間の間隙が広い。化合物のサイズが数 100 nm 以上になると正
常組織の血管壁を通過できないが、腫瘍では血管壁を抜けて組織に到達するため受動的に
腫瘍に送達される。 
EPR 効果は高分子の化合物に特有の現象ではあるが、低分子の化合物で EPR 様の効果
を得ている化合物がある。光増感剤としても音響化学活性化合物としても知られる Porphyrin
系化合物は分子量 1,000程度、サイズを大きく見積もっても数 10 nmの化合物であり、特にが
ん細胞を特異的に認識するリガンドを持たずに腫瘍に集積する性質が知られている。 
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Nakajimaら 45), 46)や、Doughertyら 47)は Porphyrin系化合物の腫瘍集積性を更に向上させた
化合物の開発を行っているが、その際親水性と親油性のバランスをとった両親媒性を付与す
る方針で進めており、両親媒性の腫瘍集積性への寄与についてはいくつかの仮説を提唱して
いる。 
 
（2）両親媒性と腫瘍集積性 
Nakajima ら 45)は Porphyrin系化合物の豊富なπ電子が血清アルブミン、LDL（Low density 
lipoprotein cholesterol）、HDL（High density lipoprotein cholesterol）等のリポタンパクとの親和
性の源となり、血中に分布した Porphyrin系化合物は血中のリポタンパクと共に移動することに
より、低分子化合物でありながら実質的に高分子のサイズ効果が得られるとの説を提唱してい
る。この際 Porphyrin 系化合物の親油性もリポタンパク質への結合に寄与しており、親油性の
向上と共に血清アルブミンとの親和性が向上する実験結果を報告している 51)。ここで、親水性
は Porphyrin系化合物が血中投与によって血中に分布するために必要な性質となる。 
Nakajima らは両親媒性を持つと親油性部分と親水性部分の相互作用により水溶液中でス
タックしやすい傾向があり、この性質から高分子様のサイズ効果が得られる可能性も示唆して
いる 45)。 
また、腫瘍組織において排泄機能であるリンパ系が未成熟であることにも注目している（図
2.1）。親水性の化合物であれば組織に移行しても静脈から排泄されるのに対し、両親媒性の
化合物は、組織に移行後、リンパ系から排泄される。その際、腫瘍組織ではリンパ系が未成熟
であるために、取り込まれた両親媒性化合物の排泄は正常組織より遅く、滞留しやすくなる。
その結果、時間の経過とともに、腫瘍組織と正常組織との集積性に差が得られてくる可能性が
考えられる 52)。 
RBは Porphyrin系化合物と同様、分子量約 1,000の低分子の化合物であり、そのままでは
パッシブターゲットによる腫瘍への送達は期待できないが、必要以上の化学修飾も避けたい。
Porphyrin 系化合物とは環状構造による豊富なπ電子系を有する点で、化学構造上の共通点
もあり、Nakajima らが提唱している両親媒性の付与による腫瘍集積性の向上を検討することと
した。Nakajima らが行っている環構造の側鎖への親油性や親水性の置換基の導入は、環構
造特有の増感能や音響化学活性への影響が少なく、RB の音響化学的特性も保持できる可
能性が期待できる。 
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図 2.1 両親媒性化合物の腫瘍集積性 
親水性の化合物：組織に移行せず静脈から排泄される。 
両親媒性の化合物：組織へ移行するとリンパ系から排泄される。腫瘍組織周辺のリンパ系は未成熟であ
り、正常組織よりも排泄が遅い。 
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2.1.2腫瘍集積性 RBDの分子設計 
腫瘍集積性 RBD として、図 2.2に示す 3種類の誘導体を設計した。 
RB は水に良く溶けるが、有機溶媒には溶け難いため、両親媒性誘導体を得るためには親
油性を付与する必要がある。まず、親油基である Alkyl 鎖のみを導入した誘導体 RBD1 を設
計した。Alkyl鎖の導入位置は反応性に富む C2’位とした。 
RBD1 では RB が 2 つ保有している親水基、Carboxyl 基（COO-）と水酸基（O-）の前者を
Alkyl鎖の導入で使用する。これにより、RBD1は親水基を一つ失うため、親水性が著しく低下
する可能性がある。そこで、親油基と親水基を同時に導入する誘導体RBD2とRBD3も設計し
た。RBD2 には末端に Carboxyl 基をもつ Alkyl 鎖を、RBD3 には分岐で Carboxyl 基を持つ
Alkyl鎖をそれぞれ導入する構造とした。 
 
 
図 2.2 RB および RBD の化学構造式 
RB：出発物質。RBD1：親油基 Alkyl 鎖のみを導入。RBD2：末端に親水基 Carboxyl 基をもつ親油基
Alkyl鎖を導入。RBD3：分岐で親水基 Carboxyl基をもつ親油基 Alkyl鎖を導入。 
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2.1.3 組織集積性の評価 
生体組織中のRBDの濃度は、RBDを抽出することなく、組織切片に励起光を照射して得ら
れた蛍光強度から評価した。蛍光物質は溶媒中で適切な波長の励起光照射により蛍光を発
し、その蛍光強度は一定の濃度以下ではその化合物の濃度に比例する。生体組織を溶媒と
みなせば、本法で得られた蛍光強度から目的とする化合物の相対濃度を算出することは原理
的に可能であり、Nakajima らは組織中の Porphyrin 系化合物の濃度を組織切片の蛍光強度
測定で評価している 46)。 
生体組織を溶媒とみなした場合の問題点は、組織中に存在する血管などの目的組織以外
の成分量、組織の表面形態がサンプル毎に異なり、切片の大きさを統一しても励起光が到達
している組織量が異なることにある。この課題を解決するために、Nakajima らは組織量の指標
として自家蛍光を内部標準として用い、（組織中の化合物の蛍光強度）／（化合物組織の自家
蛍光）からなる蛍光インデックスにて目的とする化合物の相対濃度を算出している。化合物組
織の自家蛍光とは 350 nm 近辺の励起光で発生するフラビン等のタンパク質に由来する蛍光
であり、タンパク質は数ミリ幅の励起光と比較して充分均質に組織中に存在していることから、
励起光の照射範囲の組織量の指標となる。 
通常組織中の化合物濃度を評価するには、組織から化合物を抽出する方法や、化合物に
放射性同位体を標識する方法が用いられるが、化合物毎に、抽出溶媒の選定や、標識方法
の検討が必要となる。本研究における RBD のように腫瘍集積性誘導体を得るために親水性
や親油性が異なる複数の化合物のスクリーニングを行う際には、化合物の抽出や標識を必要
としない本方法は非常に簡便に化合物の生体内の動態を評価できる。 
Nakajimaらの方法は化合物を励起するために波長 337 nmの窒素レーザーを光源としてい
る。337 nmは Porphyrin系化合物からの蛍光と自家蛍光を検出するためには適した波長であ
るが、他の化合物への応用に関しては制限がある。そのため我々は市販の分光蛍光計
Hitachi F-4500を用い、励起光の波長を可変として化合物毎に最適な励起波長を選択可能な
実験系を構築した。実験のセットアップを図 2.3 に示す。励起光の干渉を避けるため、組織試
料は光路に対して 45度の角度で設置した。組織試料は 1 cmの水晶セルの内壁に貼りつけ、
セルごと固体試料固定具（Hitachi 650-0161）に装着した。 
本装置にてRBおよびRBDを含む組織切片の蛍光スペクトルを測定し、励起波長530 nm、
蛍光検出波長 580 nmが RB系化合物の蛍光強度測定に最適な波長であることを見出した。
また、今回腫瘍集積性の比較対象とした腫瘍集積性 Porphyrin系化合物 ATX-70に関しては
励起波長 410 nm 、蛍光検出波長 580 nmを採用した。なお、化合物を含まない組織切片の
蛍光スペクトルを測定し、上記励起波長 530 nmおよび 410 nmでは自家蛍光は検出されない
ことも確認した。組織の自家蛍光の測定は励起波長 337 nm、蛍光検出波長 460 nm とした。 
化合物、自家蛍光それぞれに最適な波長で蛍光強度を測定し、（組織中の化合物の蛍光
強度）／（化合物組織の自家蛍光）からなる蛍光インデックスを算出して各化合物の生体内の
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動態を評価した。蛍光インデックス値の妥当性については、再現性の検討、組織から化合物
を抽出してクロマトグラフィーにて化合物濃度を測定する従来法での測定結果との相関にて確
認をした。 
 
 
図 2.3 組織試料内の化合物濃度の評価実験セットアップ 
生体組織内の化合物濃度を組織から抽出することなく、組織切片から直接測定できる、スクリーニング
用組織内濃度測定法。市販の分光蛍光計 Hitachi F-4500 を用いることで励起光の波長を可変とした。
化合物毎に最適な励起波長を選択可能。 
 
 
2.2材料と方法 
2.2.1 RBDの合成 
（1）機器および化合物の分析方法 
合成した化合物の 1Hおよび 13C核磁気共鳴（以降NMR）スペクトルはAMX-500核磁気共
鳴装置（Bruker；MA、U.S.A.）で測定した。溶媒は Dimethyl sulfoxide（以降 DMSO）-d6 を使
用した。Tetramethylsilane（以降TMS）を内部標準とし、化学シフト値（ppm）と J値（Hz）を求め
た。合成した化合物の赤外（Infrared；以降 IR）スペクトルは I-3000 分光計（日立製作所；日本、
東京都）で測定した。化合物の高分解能質量分析（High resolution mass spectrometry；以降
HRMS）は株式会社東レリサーチセンター（日本、東京都）に委託した。 
  
- 28 - 
 
（2）試薬 
RB（90% dye content）（1）は Sigma chemical Co.（MO、U.S.A.）から購入した。Ester化反応
で使用した臭化物は関東化学株式会社（日本、東京都）、和光純薬工業株式会社（日本、大
阪府）、Aldrich（WI、U.S.A.）、Lancaster synthesis UK（Lancashire、UK）から市販品を入手し
た。全ての試薬は分析用レベルの純度の市販品を入手し、精製せずにそのまま使用した。ま
た、実験全般に渡って、水は脱イオン蒸留水を使用した。  
 
（3）RBDの合成および同定 
図 2.2に示す 3種類の誘導体を式 2.1に示す経路で合成した。 
Lamberts らが RBの C-2’ Benzyl ester, C-6 sodium salt誘導体の合成で報告した方法 53), 54)
を応用して、RBの C2’の Carboxyl基と Alkyl bromideによる Ester化反応で、目的とする置換
基を C-2’に導入した。置換基の導入に RBD1（2, RB, C-2’ Alkyl ester, C-6 sodium salt）は直
鎖の Alkyl bromide、RBD2（3, RB, C-2’ -Carboxyalkyl ester, C-6 molecular form）は
-Carboxyalkyl bromide、RBD3（4, RB, C-2’ -Carboxyalkyl ester, C-6 molecular form）は
-Carboxyalkyl bromide を用いた。 
 
 
式 2.1 RBD の合成経路 
RBの C2’の Carboxyl基と Alkyl bromideによる Ester化反応で、目的とする置換基を C-2’に導入。 
 
Rose bengal octyl ester, monosodium salt (2)の合成 
RB(1)（1.0 g；1.0 mmol）を N,N-Dimethylformamide（以降 DMF、10 ml）に溶解して
1-Bromooctane（0.5 g；2.7 mmol）を添加した。この溶液を激しく撹拌しながら 80°Cで 6時間加
熱した。過剰の 1-BromooctaneとDMFは減圧下で除去した。残渣はDiethyl etherを加えて一
晩撹拌した後ろ過し、Diethyl etherで洗浄した。更に過剰の(1)と無機物質を除去するために、
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水を加えて一晩撹拌した後ろ過し、濃紫の粉末を 1.0 g （収率 95%）得た（No distinct mp）。 
各種スペクトル測定値は以下の通りである。 
IR (KBr) 1736 cm
-1
 (ester C=O) 
1
H NMR (DMSO-d6)(ppm)：0.84 (t, -CH3, 3H, J = 7.3 Hz), 0.88 (m, -CH2-, 2H, J = 7.7 Hz), 
1.01 (m, -CH2-, 2H, J = 7.3 Hz), 1.09 (m, -CH2-, 4H, J = 7.0 Hz), 1.16 (m, -CH2-, 2H, J = 7.1 
Hz), 1.24 (m, -CH2-, 2H, J = 7.1 Hz), 3.93 (t, -O-CH2, 2H, J = 6.8 Hz), 7.47 (s, ArH, 2H) 
13
C NMR (DMSO-d6) (ppm)：14.1(-CH3), 22.1, 25.0, 27.7, 28.4, 28.5, 31.3 (-CH2-), 66.2 
(-O-CH2-), 76.0 (C-2,7), 97.2 (C-4,5), 110.4 (C-8a,8b), 128.8, 129.9, 131.9, 133.8, 134.4, 
134.9, 139.3, (C-1’, 2’, 3’, 4’, 5’, 6’, 9) 136.1 (C-1,8), 157.0 (C-4a,4b), 163.2 (-C=O-), 171.8 
(C-3,5) 
HRMS Calculated for C28H21O5Cl4I4：(M+H)+, m/z 1084.6322 Found: m/z 1084.6309 
 
Rose bengal -carboxyheptyl ester, molecular form (3)の合成  
RB(1)（1.0 g；1.0 mmol）を DMF（10 ml）に溶解して 8-Bromooctanoic acid（0.68 g；3.1 mmol）
を添加した。この溶液を激しく撹拌しながら 80°Cで 7時間加熱した。DMFは減圧下で除去し
た。残渣は Diethyl ether を加えて一晩撹拌した後ろ過し、Diethyl ether で洗浄した。更に過
剰の(1)と無機物質を除去するために、水を加えて一晩撹拌した後ろ過し、Ethanolから再結晶
化した。赤紫色の粉末を 0.54 g（収率 49%）得た（No distinct mp）。  
各種スペクトル測定値は以下の通りである。 
IR (KBr) 1736 cm
-1
 (ester C=O) 
1
H NMR (DMSO-d6)  (ppm)：0.89 (m, -CH2-, 2H, J = 7.3 Hz), 1.03 (m, -CH2-, 2H, J = 7.7 
Hz), 1.09 (m, -CH2-, 4H, J = 6.8 Hz), 1.43 (m, -CH2-, 2H, J = 7.5 Hz), 2.18 (t, -CH2-COOH, 
2H, J = 7.8 Hz), 3.93 (t, -O-CH2-, 2H, J = 6.3 Hz), 7.48 (s, ArH, 2H), 8.17 (br.s, ArOH), 11.9 
(br.s, -COOH) 
13
C NMR (DMSO-d6) (ppm)：24.6, 25.0, 27.7, 28.4, 28.4 (-CH2-), 33.7 (-CH2-COOH), 66.2 
(-O-CH2-), 76.0 (C-2,7), 97.3 (C-4,5), 110.3 (C-8a,8b), 128.8, 129.9, 131.9, 133.8, 134.4, 
134.9, 139.4, (C-1’, 2’, 3’, 4’, 5’, 6’, 9) 136.2 (C-1,8), 157.0 (C-4a,4b), 163.2 (-C=O-), 171.8 
(C-3,6), 174.5 (-COOH) 
HRMS Calculated for C28H19O7Cl4I4：(M+H)+, m/z 1114.6064 Found: m/z 1114.6083 
 
Rose bengal--carboxyheptyl (4a), undecyl (4b), tridecyl (4c), and pentadecyl (4d) ester, 
molecular formの合成 
RB(1) （ 1.0 g ； 1.0 mmol ） は DMF （ 10 ml ） に 溶 解 し 、 2-Bromooctanoic acid 、
2-Bromododecanoic acid、2-Bromotetradecanoic acid、2-Bromohexadecanoic acid（ca. 3 mmol）
をそれぞれ添加した。この溶液を激しく撹拌しながら 30°Cで 6日間加熱した。DMFは減圧下
で除去し、残渣にDiethyl etherを加えて一晩撹拌した。ろ過およびDiethyl etherでの洗浄後、
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過剰の(1)と無機物質を除去するために水を加えて更に 1晩撹拌した。ろ過後、Ethanolから再
結晶化し、赤紫色の粉末として 4a 0.21 g（収率 19%）、4b 0.20 g（収率 17%）、4c 0.24 g（収率
20%）、and 4d 0.38 g（収率 31%）を得た（何れも No distinct mp）。 
各化合物の各種スペクトル測定値は以下の通りである。 
4a 
IR (KBr) 1756 cm
-1
 (ester C=O) 
1
H NMR (DMSO-d6)  (ppm)：0.83 (t, -CH3, 3H, J = 7.0 Hz), 0.91 (m, -CH2-, 2H, J = 7.3 Hz), 
0.99-1.13 (m, -CH2-, 4H), 1.18 (m, -CH2-, 2H, J = 7.0 Hz), 1.25-1.42 (m, -CH2-, 2H), 4.67 
(dd, -O-CH-, 1H, J = 4.5 Hz, 7.5 Hz), 7.46, 7.47 (s, ArH, 2H), 8.19 (br.s, ArOH), 13.05 (br.s, 
-COOH) 
13
C NMR (DMSO-d6)(ppm)：14.0 (-CH3), 22.2, 24.1, 28.2, 30.3, 30.9 (-CH2-), 74.1 
(-O-CH-), 75.9, 76.1 (C-2,7), 97.0, 97.3 (C-4,5), 111.1, 111.2 (C-8a,8b), 129.2, 130.2, 132.0, 
132.9, 134.6, 135.3, 139.4, (C-1’, 2’, 3’, 4’, 5’, 6’, 9) 136.0, 136.4 (C-1,8), 157.3, 157.5 
(C-4a,4b), 162.7 (-C=O-), 169.5 (-COOH) 171.7, 171.8 (C–3,6) 
HRMS Calculated for C28H19O7Cl4I4：(M+H)+, m/z 1114.6064 Found: m/z 1114.6083 
 
4b 
IR (KBr) 1742 cm
-1
 (ester C=O) 
1
H NMR (DMSO-d6)(ppm)：0.85 (t, -CH3, 3H, J = 6.8 Hz), 0.88-0.97 (m, -CH2-, 2H), 
0.97-1.06 (m, -CH2-, 2H), 0.97-1.06 (m, -CH2-, 2H), 1.06-1.13 (m, -CH2-, 2H),1.13-1.43 (m, 
-CH2-, 12H), 4.64 (dd, -O-CH-, 1H, J = 4.5 Hz, 7.5 Hz), 7.44, 7.45 (s, ArH, 2H), 8.48 (br.s, 
ArOH), 13.03 (br.s, -COOH) 
13
C NMR (DMSO-d6)(ppm)：14.0 (-CH3), 22.1, 24.2, 28.4, 28.6, 28.7, 28.9, 29.0, 30.2, 
31.3 (-CH2-), 74.2 (-O-CH-), 75.7, 75.9 (C-2,7), 97.0, 97.2 (C-4,5), 110.7, 110.9 (C-8a,8b), 
129.1, 130.2, 131.9, 133.0, 134.4, 135.1, 139.2, (C-1’, 2’, 3’, 4’, 5’, 6’, 9) 135.8, 136.2 
(C-1,8), 157.2, 157.4 (C-4a,4b), 162.5 (-C=O-), 169.5 (-COOH) 171.7, 171.8 (C-3,6) 
HRMS Calculated for C32H27O7Cl4I4：(M+H) +, m/z 1170.6690 Found: m/z 1170.6711 
 
4c 
IR (KBr) 1742 cm
-1
 (ester C=O) 
1
H NMR (DMSO-d6)(ppm)：0.85 (t, -CH3, 3H, J = 6.8 Hz), 0.90-0.99 (m, -CH2-, 2H),  
0.99-1.07 (m, -CH2-, 2H), 1.07-1.13 (m, -CH2-, 2H), 1.13-1.44 (m, -CH2-, 16H), 4.66 (dd, 
-O-CH-, 1H, J = 4.3 Hz, 7.8 Hz), 7.43, 7.45 (s, ArH, 2H), 8.21 (br.s, ArOH), 13.04 (br.s, 
-COOH) 
13
C NMR (DMSO-d6)(ppm)：14.0 (-CH3), 22.1, 24.1, 28.4, 28.6, 28.7, 28.9, 29.0, 29.0, 
29.1, 30.1, 31.3 (-CH2-, 74.0 (-O-CH-), 75.7, 76.0 (C-2,7), 97.0, 97.3 (C-4,5), 110.7, 111.0 
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(C-8a,8b), 129.1, 130.2, 132.0, 132.9, 134.5, 135.2, 139.2, (C-1’, 2’, 3’, 4’, 5’, 6’, 9) 135.9, 
136.3 (C-1,8), 157.3, 157.4 (C-4a,4b), 162.6 (-C=O-), 169.4 (-COOH) 171.7, 171.8 (C-3,6) 
HRMS Calculated for C34H31O7Cl4I4：(M+H)+, m/z 1198.7003 Found: m/z 1198.6973 
 
4d 
IR (KBr) 1720 cm
-1
 (ester C=O) 
1
H NMR (DMSO-d6)(ppm)：0.85 (t, -CH3, 3H, J = 6.9 Hz), 0.89-0.98 (m, -CH2-, 2H), 
0.98-1.06 (m, -CH2-, 2H), 1.06-1.13 (m, -CH2-, 2H),1.13-1.42 (m, -CH2-, 20H), 4.64 (dd, 
-O-CH-, 1H, J = 4.2 Hz, 7.6 Hz), 7.43, 7.45 (s, ArH, 2H), 8.29 (br.s, ArOH), 13.02 (br.s, 
-COOH) 
13
C NMR (DMSO-d6)(ppm)：13.9 (-CH3), 22.1, 24.2, 28.4, 28.6, 28.7, 28.9, 28.9, 29.0, 
30.2, 31.3 (-CH2-), 74.2 (-O-CH-), 75.7, 75.9 (C-2,7), 97.0, 97.2 (C-4,5), 110.7, 110.9 
(C-8a,8b), 129.1, 130.2, 131.9, 133.0, 134.4, 135.1, 139.2, (C-1’, 2’, 3’, 4’, 5’, 6’, 9) 135.8, 
136.2 (C-1,8), 157.2, 157.4 (C-4a,4b), 162.5 (-C=O-), 169.5 (-COOH) 171.7, 171.7 (C-3,6) 
HRMS Calculated for C36H35O7Cl4I4：(M+H)+, m/z 1226.7316 Found: m/z 1226.7365 
 
2.2.2 RBDの組織集積性の評価 
（1）試薬 
ATX-70 はフォトケミカル株式会社（日本、岡山県）から提供いただいた。RB（90% dye 
content）は Sigma chemical Co.（MO、U.S.A.）から購入した。RBD は RBD1（C=8）、RBD2
（C=8）、RBD3（C=8、12、14、16）は 2.2.1に記載した通り合成した 61)。リン酸緩衝液（以降 PBS、
pH 7.4）は Sigma chemical Co.（MO、U.S.A.）製の粉末から調製した。その他の試薬は分析用
レベルの純度の市販品を入手し、精製せずにそのまま使用した。また、実験全般に渡って、水
は脱イオン蒸留水を使用した。 
 
（2）腫瘍細胞および動物 
腫瘍細胞はマウス大腸癌由来 Colon 26細胞、動物は雄の BALB/cおよび CDF1マウスを
使用した。Colon 26細胞はがん研究所（東京、日本）より提供いただき、5週齢の雄の BALB/c
マウスで毎週継代した。新鮮な腫瘍細胞を約 1 mm3に切断して、5週令の雄のCDF1マウスの
左足付根部分に皮下移植した。約 14日後に腫瘍が直径 10 mm 程度まで成長した時点で実
験に供与した。 
実験動物の取扱は「日本学術会議による動物実験の適正な実施に向けたガイドライン」に
則り実施した。 
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（3）マウスへの投与溶液の調製 
RB と ATX-70は PBS溶液に溶解した。RBD2は 0.1 Nの水酸化ナトリウム溶液に溶解後、
塩酸を加えて溶液の pHを 7.5とし、PBS溶液を加えて濃度を調整した。RBD1はDMSOに溶
解した。DMSO は最終濃度が 40%となる量を添加した。その後は RBD2 と同様な操作を行っ
た。RBD3溶液はRBD1と同じ手順で調製した。DMSOの量は最終濃度の 20%とした。何れも
化合物濃度は 2 mg/ml とした。 
 
（4）組織試料の作製 
上記の投与溶液を担癌の CDF1 マウスに 10 mg/kg の服用量で尾静脈より投与した。投与
後予め決めた時間でマウスを Diethyl ether 吸入にて安楽死させ、直ちに腫瘍と肝臓を取り出
した。腫瘍と肝臓は生理食塩水で優しく洗浄し、約 1 mmの厚さの切片とした。 
 
（5）蛍光インデックスの測定 
組織中の化合物の集積性は Nakajima らの方法 46)を参考に図 2.3 に示すセットアップで測
定した。 
励起光が光子検出器に直接干渉するのを避けるため、組織切片は光路に対して 45度の角
度で設置した。組織切片は 1 cm 角の石英セルの内壁に付着させ、固体試料用ホルダー
650-0161（日立製作所；日本、東京都）にセットした。 
組織の自家蛍光は 337 nmで励起し、460 nm付近で検出した。RBおよび RBDの蛍光強
度は 530 nmで励起し、580 nm付近で検出した。自家蛍光強度に対する化合物の蛍光強度よ
り蛍光インデックスを算出した。 
ATX-70は 410 nmで励起し、580 nm付近で検出し RBおよび RBD と同様な方法で蛍光イ
ンデックスを算出した。 
 
2.2.3 RBDの化学的特性の評価 
（1）機器 
化合物の可視・紫外吸収スペクトルはU-3400分光計（株式会社日立製作所；日本、東京都）
にて測定した。  
 
（2）試薬 
RB（90% dye content）は Sigma chemical Co.（MO、U.S.A.）から購入した。RBD は RBD1
（C=8）、RBD2（C=8）、RBD3（C=8、12、14、16）は 2.2.1 に記載した通り合成した 55)。リン酸緩
衝液（以降 PBS、pH 7.4）は Sigma chemical Co.（MO、U.S.A.）製の粉末から調製した。ホウ酸
pH 標準液（pH 9.18）、1-Octanol は和光純薬工業株式会社（日本、大阪府）から購入した。そ
の他の試薬は分析用レベルの純度の市販品を入手し、精製せずにそのまま使用した。また、
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実験全般に渡って、水は脱イオン蒸留水を使用した。  
 
（3）溶解度の測定 
RB と RBDの溶解度の測定では 1-Octanol を無極性溶媒、PBS溶液（pH 7.4）とホウ酸 pH
標準溶液（pH 9.18）を極性溶媒として使用した。過剰量の RB あるいは RBD を遠心チューブ
に入れ、各溶媒を 1 ml加えた。チューブの蓋をして 15分間超音波洗浄機に入れ、RBあるい
はRBDを溶解した。その後温浴（80‐90°C）で 2時間加熱し、更に 15分間超音波洗浄機に入
れた。サンプルは 25°C で一晩整置した後遠心分離し、上澄みのみ再度遠心分離した。各サ
ンプル中の RB あるいは RBD の濃度は可視・紫外分光計で測定した。各化合物の溶解度の
測定は少なくとも 3回実施し、溶解度はその平均値とした。 
 
（4）分配係数の評価 
RB と RBDの分配係数（P）は 1-Octanol とホウ酸 pH標準溶液（pH 9.18）で測定した。RB と
RBDは最終濃度が 50 M となるように、1.5 mlの 1-Octanol と 1.5 mlのホウ酸 pH標準溶液
（pH 9.18）に溶解した。溶液は 10分間 200 rpmで撹拌後 1,077 gで 10分間遠心分離し、有
機層と水層の濃度を可視・紫外分光計で測定した。各化合物の評価は少なくとも 3回実施し、
分配係数はその平均値とした。 
 
 
2.3 結果 
2.3.1 RBDの合成 
（1）RBDの合成 
RBD1 と RBD2の合成において、出発物質である RBは 80°Cの加熱で全て Alkyl bromide
との反応で消費された。反応溶液中にRBが残存していないことは、反応液の薄層クロマトグラ
フィーで確認した。一方、RB から RBD3 への変換率は反応時間を延長しても向上しなかっ
た。 
我々は 1H NMRで RBから RBD3への反応を追跡した。反応温度 35°Cでは 7.3 ppmに検
出される RBに由来するピークが消失する前に 2.5 ppm周辺に副生成物に由来するピークが
検出された。一方反応温度を 30°C以下にすると、反応時間は数時間から数日へと大きく延長
されるが RBは完全に RBD3に変換された。1H NMRで RBに由来するピークは完全に消え、
副生成物に由来するピークも出現しなかった。本結果より RBD3 の合成条件は RBD1 や
RBD2の合成条件を改変し、低温・長時間で実施した。 
収率は RBD1：95%、RBD2：49%、RBD3：17%‐31%であった。 
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（2）RBDの同定 
合成した RBDの構造は IR、 NMRおよび HRMSで同定した。同定の過程を図 2.4および
図 2.5に示した。 
 
RBD中の Ester結合の帰属 
RBD中の Ester結合の存在は IRおよび 13C NMR スペクトルより確認した。IRスペクトルで
は図 2.4内の表上段に示した通り、RBには存在しない 1720-1760 cm-1の Estercarbonyl基中
のC=O伸縮の典型的な吸収が検出された。13C NMRスペクトルでは図 2.4内の表下段に示し
た通り、Carbonyl炭素に帰属するピークが RBの Carboxylic acidでの 164.8 ppmから RBD
では Estercarbonylに帰属される 162.5-163.2 ppmに高磁場シフトした。 
 
 
図 2.4 RBD の構造解析-1 RBD 中の Ester 結合の帰属 
RBD中の Ester結合の存在は IRおよび 13C NMR スペクトルより確認した。 
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RBD中の Alkyl鎖の帰属 
RBD中の Alkyl鎖は NMRで確認した。出発物質である RBでは芳香環の CHのピークが
1
H NMR スペクトルで 7.36 ppm の低磁場に検出されただけであったが（図 2.5；表 3 段目）、
RBDでは典型的な Alkyl鎖の CH2のピークが、
1
H NMR スペクトルでは 0.8-1.5 ppmの領域
に、13C NMR スペクトルでは 22-31 ppmに検出された。 
RBD1および RBD2の 1H NMRスペクトルでは Ester carbonyl基の隣の CH2の典型的なピ
ークも 3.9 ppmに検出された（図 2.5；表 2段目）。一方で、RBD3の 1H NMR スペクトルでは
Ester carbonyl基の隣の CHのダブルダブレットピークが 4.7 ppm付近に検出され、枝分かれ
の Alkyl鎖が導入されていることが確認できた（図 2.5；表 2段目）。また、Alkyl鎖末端が CH3
である RBD1 と RBD3の 1H NMRスペクトルではその典型的なピークが 0.85 ppmに検出され
たが、RBD2 ではそのピークは検出されず、Alkyl鎖末端に Carboxyl基が結合していることが
示唆された（図 2.5；表 1段目）。更には、RBD2 と RBD3の 1H NMR スペクトルでは Carboxyl
基の水素に帰属されるピークが 13 ppm（図 2.5；表最下段）、Hydroxyl基に帰属されるピーク
が 8.3 ppm付近に検出された。 
HRMSは各 RBDの推定化学構造からなる分子量を示した。RBD1 と RBD3では Naイオン
付加型ピーク (M+23)+が検出された。 
 
 
図 2.5 RBD の構造解析-2 RBD 中の Alkyl 鎖の帰属 
RBD中の Alkyl鎖は NMRで確認した。 
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2.3.2 RBDの組織集積性 
（1）Alkyl鎖の炭素数 C=8の RBDの腫瘍への集積 
Alkyl鎖の炭素数 C=8の RBD1、RBD2および RBD3について、マウス腫瘍への集積性を
図 2.6に示す。縦軸は組織内蛍光インデックス、横軸はマウスへ投与してからの経過時間を示
す。比較のため、出発物質であるRBと腫瘍集積性Porphyrin系化合物ATX-7012)の組織内蛍
光インデックスも併せて示す。 
RBの蛍光インデックスはマウス投与 6時間後まで 0近くでほぼ横ばいであり、これに対して
ATX-70はマウス投与 6時間後まで上昇し続けた。RBDの中で、RBD1の蛍光インデックスは
マウス投与 3時間後まで上昇し、それ以降は平衡となったが、ATX-70同等量腫瘍内に集積し
た。一方で RBD2 と RBD3 は RB と同様、6時間まで 0近くでほとんど腫瘍に集積しなかった
が、両者の比較では RBD3の方が若干蛍光インデックスは高かった。 
 
 
図 2.6 RB および RBD（Alkyl 鎖長 C=8）のマウス腫瘍への集積性 
各プロットは化合物投与 1、3、6 時間後のマウス腫瘍組織内の蛍光インデックス。●：RBD1、▲：
RBD2、■：RBD3、△：RB。比較対象  ○：ATX-70。平均値±標準偏差。n=3。腫瘍はマウス大腸
癌 Colon 26。 
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（2）Alkyl鎖の炭素数 C=8の RBDの肝臓への集積 
次に各化合物の肝臓への集積を図 2.7に示す。図 2.6同様、縦軸は組織内蛍光インデック
ス、横軸はマウスへ投与してからの経過時間を示す。 
RBはマウス投与 1 時間で蛍光インデックスが約 3 と最高値に達し、3時間後にはほぼ 0 ま
で下がった。これに対して ATX-70 の蛍光インデックスはマウス投与 6 時間後まで上昇し続け
た。RBDの中で、RBD1は ATX-70 とほぼ同じ傾向を示し、RBD2 と RBD3は RB と同様にマ
ウス投与 1 時間で蛍光インデックスがピークに達し、その後は速やかに低下した。肝臓内蛍光
インデックスのピーク値は RBD3＞＞RBD2＞RBD1=ATX-70＞RBの順で RBD3が最も高く、
RBの 6倍近くであった。 
 
 
図 2.7 RB および RBD（Alkyl 鎖長 C=8）のマウス肝臓への集積性 
各プロットは化合物投与 1、3、6時間後のマウス肝臓組織内の蛍光インデックスを示す。●：RBD1、
▲：RBD2、■：RBD3、△：RB。比較対象 ○：ATX-70。平均値±標準偏差。n=3。  
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（3）Alkyl鎖の炭素数が異なる RBD3の腫瘍への集積 
Alkyl鎖の炭素数C=8のRBDの中で最も腫瘍に集積したのはRBD1であったが、水への溶
解度が非常に低く、マウスに投与する安定な水溶液の調製が困難であった。そこで、RBD2 よ
り若干腫瘍への集積性が高かったRBD3についてAlkyl鎖を延長し、腫瘍への集積性を評価
した。 
C=8、12、14、16の RBD3について、マウス腫瘍への集積性を図 2.8に示す。図 2.6同様、
縦軸は組織内蛍光インデックス、横軸はマウスへ投与してからの経過時間を示す。 
RBD3 は Alkyl 鎖の炭素数が長くなるにつれて、蛍光インデックスは高くなり、C=12 以上で
は ATX-70同等以上となった。最も腫瘍集積性が高かった Alkyl鎖の炭素数 C=14であり、投
与 6時間後の腫瘍組織の蛍光インデックスは RBの 40倍、ATX-70の 1.5倍となった。 
 
 
図 2.8 Alkyl 鎖長の異なる RBD3（C=8、12、14、16）のマウス腫瘍への集積性 
各プロットは化合物投与 6 時間後のマウス腫瘍組織内の蛍光インデックスを示す。◆：RBD3（C=8）、
▲：RBD3（C=12）、●：RBD3（C=14）、■：RBD3（C=16）、△：RB。比較対照 ○：ATX-70。平均値
±標準偏差。n=3。腫瘍はマウス大腸癌 Colon 26。 
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（4）Alkyl鎖の炭素数が異なる RBD3の肝臓への集積 
次に各化合物の肝臓への集積を図 2.9に示す。図 2.6同様、縦軸は組織内蛍光インデック
ス、横軸はマウスへ投与してからの経過時間を示す。 
RBD3は Alkyl鎖の炭素数 C=8の場合は、蛍光インデックスの経時変化は RB と同様の挙
動を示していた。しかし、Alkyl 鎖の炭素数 C=12 以上では、蛍光インデックスの経時変化は
ATX-70の挙動に近づき、肝臓からの排出が遅くなった。 
 
 
図 2.9 Alkyl 鎖長の異なる RBD3（C=8、12、14、16）のマウス肝臓への集積性 
各プロットは化合物投与 6 時間後のマウス肝臓組織内の蛍光インデックスを示す。◆：RBD3（C=8）、
▲：RBD3（C=12）、●：RBD3（C=14）、■：RBD3（C=16）、△：RB。比較対照 ○：ATX-70。平均値
±標準偏差。n=3。 
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2.3.3 RBDの化学的特性 
（1）RBDの溶解度 
RB と RBDの非極性溶媒および極性溶媒への溶解度を測定した結果を表 2.1に示す。 
非極性溶媒には 1-Octanolを、極性溶媒には PBS溶液（pH 7.4）とホウ酸溶液（pH 9.18）を
使用した。極性溶媒においては RB と RBDの溶解度は pH 9.18 の方が pH 7.4 よりも高かっ
た。 
RB は極性溶媒には非常に溶解したが非極性溶媒への溶解度は極性溶媒への溶解度より
も 2桁低かった。Alkyl鎖の炭素数 C=8の RBD1の非極性溶媒への溶解度は RBの約 2倍
であった。その一方でRBD1は極性溶媒にはほとんど溶解しなかった。Alkyl鎖の炭素数C=8
の RBD2 と RBD3 は極性溶媒に若干溶解したが、非極性溶媒への溶解度は出発物質である
RB よりも低くなった。RBD2 と RBD3 の非極性溶媒への溶解度を比較すると RBD3 は RBD2
の約 2倍であった。両親媒性の誘導体を得るために、我々は RBD3 を選択し、非極性溶媒へ
の溶解度の向上を目的に Alkyl鎖の延長を検討した。炭素数 C=12、14、16の RBD3の非極
性溶媒への溶解度はほとんど同じであったが C=8よりも一桁高くなり、C=8の RBD1の溶解度
に近づいた。しかしながら、極性溶媒への溶解度は下がり、pH 7.4では C=8 よりも 2桁低くな
った。ただし、pH 9.18の場合は、C=12では 1桁下がったが、C=14、16では 1/3程度下がるに
とどまった。 
 
表 2.1 RB および RBD の溶解度と分配係数 
 
 
（2）RBDの分配係数 
RBとRBDの極性溶媒相と非極性溶媒相間の分配係数（P）を測定した結果を表 2.1に示す。
溶媒は 1-Octanol とホウ酸使用液（pH 9.18）を使用した。RBの Powが最も低かった。RBD1の
Pow はホウ酸水溶液相の濃度が低く、可視・紫外吸収強度が検出限界であったため、算出で
きなかった。もし、RBD1の Powが算出で来ていれば最も高い値となったであろう。算出された
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中ではRBD2のPowが最も高く、RBのPowよりも 2桁高い値であった。RBD3の中ではAlkyl
鎖の炭素数と Powの値の間には単純な比例関係は得られなかった。 
 
（3）RBDの親油性と腫瘍集積性の関係 
図 2.10に RBDの親油性と腫瘍集積性との関係を示す。縦軸をマウス投与 6時間後の腫瘍
内蛍光インデックス、横軸を 1-Octanol への溶解度とした。比較のため出発物質である RB の
データも示した。 
RBD と RB は 2 つのグループに分類された。●で示した 1 つ目のグループは、1-Octanol
への溶解度が比較的高い 6 mM 以上の化合物で、高い腫瘍内集積性を示した。このグルー
プには Alkyl 鎖の炭素数 C=8 の RBD1 と C=12、14、16 の RBD3 が含まれた。○で示した
1-Octanolへの溶解度が比較的低いグループは腫瘍への集積性が非常に低かった。このグル
ープには RB、C=8の RBD2 と RBD3が含まれた。 
 
 
図 2.10 RB と RBD の親油性（1-Octanol への溶解度）と腫瘍集積性の関係 
腫瘍集積性は化合物投与 6時間後の蛍光インデックス。●：蛍光インデックス≧0.5以上の化合物、
○：蛍光インデックス≒0 の化合物。 
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（4）RBDの両親媒性と腫瘍集積性の関係 
次に、図 2.11に RBDの両親媒性と腫瘍集積性との関係を示す。 
縦軸をマウス投与 6時間後の腫瘍内蛍光インデックス、横軸を 1-Octanolに対するホウ酸水
溶液（pH 9.18）の分配係数 Pwo とした。比較のため出発物質である RBのデータも示した。こ
こでは我々は両親媒性の指標を Powの代わりに Pwo とした。 
図 2.10 で腫瘍集積性が高かった●のグループは、親油性が高くて Pwo が 0.1 以下と低か
ったが、そのグループ内では Pwo と腫瘍内濃度は相関し、Pwo の向上すなわち、両親媒性
の向上に伴い、腫瘍集積性が向上した。このPwoと腫瘍内濃度の相関係数は 0.95であった。 
 
 
図 2.11 RB と RBD の両親媒性（分配係数）と腫瘍集積性との関係  
腫瘍集積性は化合物投与 6時間後の蛍光インデックス。●：蛍光インデックス≧0.5以上の化合物、
○：蛍光インデックス≒0 の化合物。 
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2.4 考察 
2.4.1 RBDの合成 
RBDの合成方法はカルボン酸と炭化水素の Ester化反応を選択した。RBは 2つの求核基
を有する。一つは芳香環のC-2’ 位のCarboxylate anionであり、もう一つはC-6位のPhenolate 
anionである。しかしながら、C-6位へのOrtho位のヨウ素の影響で求核反応はC-2’ 位で選択
的に行われることが知られている 56)。Lamberts らは色々な種類の RBDを C-2’ 位での置換反
応で合成しており 53), 54), 56)、我々も RBの C-2’ 位に目的とする置換基を導入した。 
各種スペクトルの測定結果から RB と 3種の臭化物との結合反応が進行したことが確認でき
た（式 2.1）。C-6位については RBD1ではNa塩のままであり、RBD2と RBD3ではNaは水素
に置換され、水酸基となっていることが分かった。RBD2 と RBD3 の合成で使用した臭化物は
その構造中に Carboxyl 基を持っているため、反応溶液が酸性となったためと考えられる。
LambertsらはRBのNa塩タイプの誘導体を合成する際は反応溶媒としてDMFを使っていた。
一方で、分子型の誘導体を合成する際は、水と Acetoneを使用し 53), 54)、水酸基を作る H+を供
給している。 
合成した誘導体の収率は RBD1: 95%＞＞RBD2: 49%＞RBD3: 17%‐31%の順に低下し
た。RBD1では 100%近く進行した Ester化反応が RBD2と RBD3は 55％以下しか進行しなか
ったのは競争反応が存在したからと考えられる。RBD2 と RBD3 の合成では Carboxyl 基を持
つ臭化物を反応に使用するため、臭化物中の Carboxylate anion と Carbocation との臭化物同
士の Ester 化反応が副反応として考えられる。更に RBD3 で使用した Alkyl bromide は
Carboxyl 基が Alkyl 鎖の分岐であるため、RB との反応部位が立体的に込み合っている。
RBD3の収率が特に低かったのは、主反応の反応部位の立体障害の影響が考えられる。 
RBD2 と RBD3の収率の低さは上記の副反応の存在に加えて RBD2 と RBD3の両親媒性
による精製の難しさも原因と考えられ、収率の低さは両親媒性の指標とも考えられる。副反応
を抑える試みは RBD3での反応温度を低く抑えることで既に検討している。更なる収率の向上
には精製方法の改善が必要と考える。 
収率が低い課題は残るが、当初の設計通りの 3種類の誘導体が得られた。 
 
2.4.2 RBDの腫瘍集積性 
我々は、Nakajima らの方法 46)を応用して組織への化合物の集積性を評価した。 
出発物質である RBは担体介在性肝胆道輸送によって胆汁中に急速に排泄されることが知
られている 36), 44)。我々の実験においても図 2.7および図 2.9に示した結果はこれらの報告と一
致した。RBは腫瘍組織に集積する前に生体外に素早く排出された。 
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Alkyl鎖の炭素数 C=8の RBDの中で RBD2と RBD3の腫瘍集積性は出発物質である RB
とほぼ同じであるのに対して、RBD1 は劇的な腫瘍集積性の改善を示した。RBD1 の
1-Octanol への溶解度は RB よりも約 2 倍高かった（表 2.1）。この親油性の向上は担体への
RBD1 の結合を弱め、肝胆道輸送による排泄を防いだ。RBD1 の肝臓および腫瘍での濃度と
その経時曲線は両親媒性 Porphyrin系化合物として良く知られている ATX-7012)と非常に似て
いた。 
しかしながら RBD1 の水溶性は、静脈投与の水溶液を安定に調製するには低すぎて
DMSO を全量の 40%の濃度で使用した。多量の有機溶媒を含む水溶液の生体への投与は
実用化には不適切と考えられる。出発物質である RB はその構造中に 2 つ親水基を持つが、
その一つであるカルボキシアニオン部分が Alkyl 鎖の導入で Ester となったため、RB の水溶
性は失われた。この水溶性の欠如の問題を解決するために、RB に親油基と共に親水基も導
入した誘導体が RBD2 と RBD3である（図 2.2）。Alkyl鎖の炭素数 C=8の RBD2 と RBD3で
はRBD1には遠く及ばないが、RBD3の方が僅かに高い腫瘍集積性を示した（図 2.6）。そこで、
RBD3のC=8を基準に、親油性を向上させるためにAlkyl鎖を延長した。この試みは計画通り
の効果を発揮し、図 2.8 に示した通り、Alkyl 鎖の炭素数 C=12、14、16 の RBD3 ではその腫
瘍集積性は大きく改善され、ATX-70同等かそれ以上の腫瘍内濃度を示した。 
 
これにて当初の目的である腫瘍集積性を有する RBD を得ることに成功した。RBD3 におい
て、腫瘍集積性が元も高かったのは C=14 であり、次章以降では主として Alkyl 鎖の炭素数
C=14の RBD3を用いて音響化学治療用化合物としての性能を評価し、音響化学治療の効果
を検証する。 
今回、Alkyl鎖の長さを延長した RBD3において、その腫瘍集積性は、Alkyl鎖長の長さに
は単純には比例しなかった。腫瘍集積性RBDを得るための両親媒性付与の分子設計は実際
に合成した化合物にどのように反映されており、腫瘍集積性とどのように関係していたのか、合
成した各化合物の極性溶媒および非極性溶媒に対する親和性を評価し、腫瘍集積性との関
係を検証した。 
 
2.4.3 RBDの親水性、親油性および両親媒性 
合成した RBDの両親媒性と腫瘍集積性の関係について、図 2.10および図 2.11 より、化合
物の親油性と親水性のバランスがその腫瘍集積性への重要な要素であることが示唆された。
更に化合物構造中の親油基と親水基の立体配置も寄与していることが推測された。 
まず、図 2.10ではRBDの親油性と腫瘍集積性の間に明確な関係が見られた。PDT用光増
感剤において、親油性化合物は Lipoprotein に結合して輸送されるため、腫瘍組織に局在す
る傾向があるとの報告と一致する 51)。出発物質である RBの腫瘍集積性は他の RBDとは相関
が得られなかった。担体介在性肝胆道輸送による生体からの迅速な排泄のために腫瘍集積
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性があまりにも低すぎたためと思われる。 
Porphyrin 系化合物においては、両親媒性の腫瘍集積性への寄与が示唆されている 45)-47), 
57), 58)。また、Zhang らは、同程度の親油性を有する 2-Nitroimidazole化合物群において、その
両親媒性によって、in vivo での腫瘍集積が有意に変わることを報告した 59)。1-Octanol／水の
分配係数 Pow の値が 1 の場合、正常組織に対する高い腫瘍集積が得られたとも報告してい
る。 
図 2.11 に示した我々の結果では●の群で、Pow よりも Pwo が腫瘍集積性と良好な相関を
示したことが興味深い。Pwo が 1 よりも 2 桁と非常に小さかったからと思われる。Zhang らが報
告している化合物と RBD はその化学構造が全く異なる化合物でありながら、本結果は Zhang
らの報告と一致していた。両親媒性と腫瘍集積性との関係は Porphyrin 系化合物に限らず
様々な化合物にも適用されるのではないかと推察される。 
 
RBD3の Pwoは、Alkyl鎖の炭素数が C=8から 14への延長に伴い向上し、C=16で下がっ
た。この傾向は腫瘍集積性と一致しており非常に興味深い結果であった。ちなみに、親油性
に関してはC=8からC=12で顕著に向上したが、C=12から 16においてはほとんど変化が得ら
れなかった。RBD3では親水性のCarboxyl基が親油性のAlkyl鎖に分岐の形で位置している。
恐らく、Alkyl鎖は周りの環境の親水性／親油性によって、Carboxyl基との三次元的な立体構
造を変化させていると思われる。そして、自由度が高い、長鎖の Alkyl 鎖の方が親油性と親水
性のバランスを発揮できたと推測する。Kim らは化合物中の親油基と親水基の立体配置が両
親媒性に重要であると述べており 57)上記仮説を支持する報告である。 
Pwoと腫瘍集積性がC=16で下がった減少について、Nakajimaらが側鎖の炭素数が異なる
Ga-porphyrin について血中アルブミンとの親和性との関連性を報告している 51)。側鎖の炭素
数 Cが 4、6、8、10、12 の誘導体で Cが 4から 10では Cの大きさが大きくなるほど腫瘍集積
性が高くなるが C=12 で顕著に下がること、この傾向が血中アルブミンと Ga-porphyrin の親和
性の傾向と一致した。この現象について彼らは側鎖の炭素数の増加に従い Ga-porphyrinは 2
量体を作り易い傾向となり、C=12では 2量体を形成して親水性が向上したからと考察している。
RBDが 2量体を形成するか否かは不明であるが、側鎖が長くなると環構造の立体障害が軽減
され 2量体を作り易くなることは推測できる。Ga-porphyrin同様、腫瘍集積性が下がった C=16
では pH7.4のリン酸緩衝液への溶解度が C=14、12 より若干高くなっていた（表 2.1）。 
分配係数の測定の際、血漿の pH と近い pH 7.4のリン酸緩衝液ではなく、pH 9.18のホウ酸
pH 標準液を用いた。これはホウ酸溶液を用いた方が高い再現性が得られたからである。pH 
7.4は RBD2 と RBD3の pKaに非常に近く、安定な測定結果が得られなかった。 
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2.5 結言 
キャビテーション誘導能と音響化学活性（抗腫瘍活性）を有するRBに腫瘍集積性を付与す
る目的で両親媒性の化合物を得るために、異なる親油基と親水基を導入した RBD1、RBD2、
RBD3の 3種類の誘導体を分子設計し、合成した。 
得られた誘導体を担がんマウスに投与し、腫瘍集積性を評価した結果、親水基である
Carboxyl基が親油基であるAlkyl鎖から分岐した置換基を有するRBD3が、腫瘍集積性化合
物として最も有望であった。Alkyl 鎖の長さを調節することによって、腫瘍集積性 Porphyrin 系
化合物 ATX-70 と同等以上の腫瘍集積性が得られた。 
腫瘍集積性の評価においては、組織内の化合物濃度を組織から抽出することなく、組織切
片から直接測定できる、スクリーニング用の簡便な組織内濃度測定法を提示した。 
また、置換基の異なる RBD1、RBD2、RBD3の 3種類の誘導体と RBD3の Alkyl鎖長を変
えた計 6種の化合物の水および 1-Octanolへの溶解度および分配係数を評価することにより、
腫瘍集積性と両親媒性には相関関係があることを見出した。 
次章では、今回合成した誘導体の中で最も腫瘍集積性に優れていた Alkyl 鎖の炭素数
C=14の RBD3を中心に、その音響化学的特性を検証する。 
  
- 47 - 
 
 
 
 
第 3章 
腫瘍集積性 RBDの音響化学的特性の評価 
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3.1 緒言 
本章では、第 2章で得た腫瘍集積性 Rose bengal誘導体（以降 RBD）、RBD3（C=14）の音
響化学的特性を評価する（図 3.1）。出発物質である RBの優れたキャビテーション誘導能と音
響化学活性を RBD3（C=14）が維持しているかどうかを検証する。 
前者は RBD3 溶液に進行波条件で超音波を照射し、サンプルから発生した音響信号を解
析した。人体深部でキャビテーションを発生させることを念頭に、進行波条件の超音波照射系
で評価した。 
後者は超音波照射での細胞障害性における、RBD3 の添加効果を評価した。腫瘍細胞は
浮遊のマウス肉腫 Sarcoma 180 細胞を用い、超音波照射系はキャビテーションが再現性良く
発生する定在波条件とした。 
 
図 3.1 RB および RBD3 の化学構造式 
RBD3は親水基である Carboxyl基が親油基である Alkyl鎖から分岐した置換基を有する誘導体。 
 
3.1.1 キャビテーション誘導能の評価における超音波照射系 
RBD3のキャビテーション誘導能の評価における超音波照射系を図 3.2に示す。 
1.2.3 項で述べた通りキャビテーションは定在波条件の方が効率良く生じる。しかし、本実験
はキャビテーション誘導能を評価することが目的であるため、通常では定在波が利用できない
生体への適用を念頭に、容易にはキャビテーションが生成しない進行波条件での評価系とし
た。脱気水を満たした水槽内に、X-Y-Z ステージを用いて超音波トランスデューサとサンプル
を配置した。図 3.2 は水槽上方向からの照射系構成成分の配置を示す。反応容器は超音波
透過性が高い厚さ 0.03 mmのポリエチレンバッグとし、サンプルを透過した超音波が反射して
戻らないよう、サンプル後方側水槽壁は 45度に傾斜させた。超音波の照射方法は、進行波条
件でも比較的キャビテーションが生成しやすい第 2高調波重畳法 30), 31)とし、基本波 1 MHz、
第 2高調波 2 MHzの組み合わせとした。 
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キャビテーションの生成は照射した周波数の分数倍の周波数成分である分調波の測定によ
って評価した。図 3.2 中に示す通り、水中ハイドロフォンを用い、サンプルからの音響信号を検
出した。分調波は特にキャビテーションに特化して発生することが知られており 37)、今回は基
本波の 1/2の周波数 0.5 MHzの信号強度を指標とした。実験方法の詳細は 3.2.1項に記載し
た。 
 
 
図 3.2 キャビテーション誘導能評価における超音波照射系  
キャビテーション誘導能の評価は通常では定在波が利用できない生体への適用を念頭に、容易にはキ
ャビテーションが生成しない進行波条件とした。図は水槽上方向からの構成成分の配置を示す。 
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3.1.2 音響化学活性（細胞障害性）の評価における超音波照射系 
RBD3 の音響化学活性の評価における超音波の照射系を図 3.3 に示す。Yumita らが超音
波による細胞障害性の評価を実施している定在波条件での超音波照射系を用いた 43), 60), 61)。
音響化学活性は超音波照射で生成したキャビテーションに誘導されると考えている。キャビテ
ーションは閾値のある現象であるため、実験の再現性を得るために、確実にキャビテーション
が生じる定在波条件を採用した。平底ガラス容器にサンプルを入れ、容器底側から超音波を
照射した。照射した超音波はサンプル溶液表面で反射するため定在波が生じ易い。超音波の
照射は水槽内で行い、トランスデューサと平底ガラス容器の底部分は、室温で脱気水中に沈
めた。図 3.3は水槽横方向からの照射系構成成分の配置を示す。 
 
 
図 3.3 音響化学活性評価における超音波照射系 
音響化学活性評価は実験の再現性を得るために、確実にキャビテーションが生じる定在波条件とした。
図は水槽横方向からの構成成分の配置を示す。 
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3.2 材料と方法 
3.2.1 キャビテーション誘導能の評価 
（1）超音波トランスデューサ 
超音波トランスデューサの構成 
超音波トランスデューサは直径 24 mmの円板上の PZT素子（富士セラミックス株式会社；日
本、静岡県）で 1.03 MHz（基本波）と 2.06 MHz（第 2高調波）の 2つの周波数で共振する構造
とした。1.03 MHzで共振する PZT 素子を用い、全体の 2/3 を圧電的に活性、残りの 1/3 を不
活性とすることにより、2波長の発生効率が 1:1 となるよう調整した。 
 
超音波トランスデューサの音響強度の分布 
脱気水中での音響強度の空間分布を Poly(vinylidene difluoride)（以降 PVDF）製の直径
0.5 mm の ニ ー ド ル 型 ハ イ ド ロ フ ォ ン （ IMOTEC Montagetechnik GmbH ；
Planegg-martinsried 、Germany）で測定した 62)。ハイドロフォンで検出した音響信号は
HP54504A デジタルオシロスコープ（Hewlett-packard；CA、U.S.A.）を介して PC/AT 変換コン
ピュータにて処理した。トランスデューサからの超音波強度は中空のアルミニウム板を用いた
音響放射圧の測定結果より算出した 63)。 
トランスデューサ表面から 35 mm離れた位置（サンプル設置位置）での、トランスデューサ表
面と平行な平面において、強度分布をトランスデューサの中心軸から等高線状にプロットした
（図 3.4）。なお、基本波 1.03 MHz、第 2高調波 2.06 MHzそれぞれの周波数での空間的な平
均音響強度は‐3 dB領域の音響強度の平均として算出した。 
 
 
図 3.4 1.03 MHz と 2.06 MHz の第 2 高調波重畳法による超音波強度の空間分布  
a：1.03 MHz、b：2.06 MHz。トランスデューサ表面から 35 mm離れた位置（サンプル設置位置）での、トラ
ンスデューサ表面と平行な平面の音響強度。 
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（2）試薬 
RB（90% dye content）は Sigma chemical Co.（MO、U.S.A.）から購入した。RBD3はC=8、12、
14、16 を使用した。何れも第 2 章に記載した方法で合成した 55)。緩衝液は Dulbecco’s 
phosphate-buffered saline（pH 7.4；以降 PBS）を Sigma chemical Co.（MO、U.S.A.）から購入し
た。 
 
（3）試料溶液への超音波照射 
試料溶液への超音波照射は図 3.2 に示した実験セットアップにて行った。実験の再現性を
高めるため、超音波は脱気水中で試料溶液に照射した。また、進行波条件で超音波が照射
できるよう、超音波が試料を通過後反射しないように超音波の進行方向の水槽壁は斜め 45度
とした。 
超音波照射準備から後処理までの一連の操作は以下の通りとした。 
① 試料溶液の調製：RBは 100 Mの濃度となるよう PBSに溶解した。RBD3水溶液は以下
の手順で調製した。RBD3を最終濃度の 5%の N,N-Dimethylformamide （以降 DMF）に溶
解後、最終濃度の約 10%の 0.1 N水酸化ナトリウム水溶液を添加し、0.1 Nの塩酸水溶液を
少しずつ加えて pHを 7.5に調整した。その後 100 Mの濃度となるよう PBSを加えた。 
② 試料溶液の実験セットアップへの設置：超音波照射を進行波条件で行うため、試料溶液は
超音波透過性の高い Polyethyleneバッグ（厚さ 0.03 mm、高さ 100 mm、幅 30 mm）に 3 ml
入れて透析用クリップで上下を止めた。Polyethylene バッグ部分をくり抜いたプレートに固定
し、プレートごと脱気水を満たした水槽中に垂直に固定した。 
③ 超音波の試料溶液への照準：試料溶液を固定したプレートは X-Y-Z ステージを用いて、ミ
リ単位で移動可能とした。トランスデューサの表面から 35 mmの位置にその進路の高さに試
料溶液が位置するよう、X-Y-Z ステージにてポリエチレンバッグを移動した。 
④ 超音波の照射：1.03 MHz（基本波）と 2.06 MHz（第 2高調波）が 1:1の強度となるよう予め
設定した強度で 300 秒照射した。トランスデューサの駆動には任意波形発生器 AG-4100
（横川電機株式会社；日本、東京都）と広帯域 RF パワーアンプ（ENI Technology; NY, 
U.S.A.）のセットを使用し、各アンプへの入力シグナルの位相はクロック周波数 8 MHz のパ
ーソナルコンピューターにて制御した。両波の相対位相差は分調波生成に最適となるよう設
定した 62)。 
 
（4）キャビテーション生成の測定 
キャビテーション生成の指標は、感度が高く、かつ特異性が高いとされている分調波の強度
とした。 
試料溶液からの音響信号は、直径 11 mm、厚さ 90 mの PVDFフィルム製の集束型ハイド
ロフォン（東レテクノ株式会社；日本、滋賀県）で検出し、スペクトルアナライザ HP3588A
（Hewlett-packard；CA、U.S.A.）で処理した。データは毎秒 1回パーソナルコンピューターに取
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り込み、信号強度の時間平均値を求めた。 
 
3.2.2 細胞障害性の評価 
（1）超音波トランスデューサ 
直径 24 mmの円板上の PZT 素子（日立金属株式会社；東京都、日本）とアルミニウム層を
熱膨張エポキシ接着剤で接着した背面がエアバック構造の超音波トランスデューサを使用し
た。共振周波数は 1.92 MHzであった。 
トランスデューサからの音響出力強度は、定在波条件では確定することが難しいため、進行
波条件で測定した印加電圧に対する音響強度から算出した。定在波条件における実際の音
響強度は、桁違いに高い可能性があるが、同じ電圧での進行波条件と定在波条件の音響強
度はおおよそ比例すると考えられる。 
 
（2）試薬 
RB（90% dye content）は Sigma chemical Co.（MO、U.S.A.）から購入した。RBD3（C=14）は
第 2章に記載した方法で合成した 55)。緩衝液はDulbecco’s phosphate-buffered saline（pH 7.4；
以降 PBS)を Sigma chemical Co.（MO、U.S.A.）から購入した。 
活性酸素阻害剤は Histidine（以降 His）、Superoxide dismutase（以降 SOD）、Mannitol（以
降 Man）、Tryptophan（以降 Trp）、N-Acetyl-l-cysteine（以降 NAC）を使用した。いずれも
Sigma chemical Co.（MO、U.S.A.）から購入した。 
その他の試薬は分析用レベルの純度の市販品を入手し、精製せずにそのまま使用した。ま
た、実験全般に渡って、水は脱イオン蒸留水を使用した。 
 
（3）腫瘍細胞 
腫瘍細胞は明治製菓株式会社（日本、東京都）から提供を受けたマウス肉腫 Sarcoma 180
細胞を使用した。Sarcoma 180細胞は雄の ICRマウスの腹水中で継代し、腹水に移植後 7日
～10 日後に実験に供した。実験直前にマウス腹腔より取り出し、PBS にて懸濁して濃度 5×
10
6
 cells/ml とした。超音波照射までは氷上にて静置した。 
実験動物の取扱は「日本学術会議による動物実験の適正な実施に向けたガイドライン」に
則り、横浜薬科大学の倫理委員会の承認を得て実施した。 
 
（4）試料溶液への超音波照射 
試料溶液への超音波照射は図 3.3 に示した実験セットアップにて、キャビテーションが再現
性良く生じる定在波条件で実施した。超音波の照射は水槽を用いて室温の脱気水中で行っ
た。超音波照射準備から後処理までの一連の操作は以下の通りとした。 
① 音響化学活性物質溶液の調製：RBは 1 mMの濃度となるよう PBSに溶解した。RBD3水
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溶液は以下の手順で調製した。RBD3 を最終濃度の 5%の DMFに溶解後、最終濃度の約
10%の 0.1 N水酸化ナトリウム水溶液を添加し、0.1 Nの塩酸水溶液を少しずつ加えて pHを
7.5に調整した。その後 1 mMの濃度となるよう PBSを加えた。 
② 試料溶液の調製：濃度 5×106 cells/mlの細胞懸濁液 2.7 mlに RB、RBD3あるいは PBS
を 0.3 ml加えて穏やかに撹拌した。試料溶液 3.0 mlは直径 31 mm、底厚 1.5 mmの平底ガ
ラス容器に入れた。 
③ 超音波トランスデューサと試料溶液の設置：超音波トランスデューサは脱気水中に、超音
波照射面を上向きに水面と並行に設置した。平底ガラス容器に入れた試料溶液はトランス
デューサの超音波照射面から 30 mm 上方に設置した。脱気水の高さを平底ガラス容器に
入れた試料溶液の高さとした。 
④ 超音波の照射：周波数 1.92 MHz、予め設定した強度 0～8.3 W/cm2で予め設定した時間
（0～60 秒）照射した。トランスデューサの駆動には任意波形発生器 AG-4100（横川電機株
式会社；東京都、日本）と広帯域RFパワーアンプ（ENI technology；NY、U.S.A.）を使用した。
一連の実験で、超音波照射による加温効果の影響を確認するために、試料溶液の温度を
確認した。今回の室温同等水温下での実験では、使用した最も高い強度である 8.3 W/cm2
で最も長い照射時間である 60秒の超音波照射でも、温度上昇は 1℃未満であった。 
 
（5）細胞障害性の評価 
細胞の生死の評価は Trypan blue色素排除法で実施した。細胞懸濁液 1 ml と 0.5％Trypan 
blue溶液 1 mlを混和し、位相差倒立顕微鏡（オリンパス株式会社；日本、東京都）を用い、血
球計算板ガラスプレート上の非染色細胞数を数えて正細胞数を決定した。本評価は各試料
への超音波照射直後に行った。また、細胞懸濁液は細胞生存率が 99％を超える事を確認し
てから実験に供した。 
細胞懸濁液は 3 ml を平底ガラス溶液に入れて超音波を照射した。各細胞懸濁液の細胞生
存率は、照射前の細胞生存数を標準値とした場合の相対値とした。また、各実験条件での評
価結果は 3回の照射実験の平均値と標準変差で示した。 
 
 
3.3 結果 
3.3.1 キャビテーションの生成 
RBD3 のキャビテーション誘導能を評価した結果を図 3.5 に示す。横軸は超音波の照射強
度とし、それに対してサンプル溶液から発生した分調波の強度を縦軸とした。RBD3 は Alkyl
鎖の炭素数C=8、12、14を検討し、それぞれのサンプル濃度は100 Mとした。超音波強度は
0から 10 W/cm2まで 6条件を検討した。確認のために、化合物無添加の PBS溶液、出発物質
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である RBを 100 M添加した PBS溶液も評価した。 
今回の超音波照射条件では化合物を添加しない場合は、音響強度を最高の 10 W/cm2に
しても分調波は生成しなかった。一方でRBを添加した場合は、超音波強度 2 W/cm2から分調
波は発生し、その強度は照射強度が上がるにつれて高まった。RBD3も同様の挙動を示し、そ
の傾向は Alkyl鎖の炭素数 Cによらず同等であった。 
 
 
図 3.5 RBD3 水溶液への超音波照射による分調波の生成  
各プロットは基本波の強度を 1 とした場合の分調波強度の典型例。 
RBD3 は Alkyl 鎖長の異なる以下の 4 種類（C は Alkyl 鎖の炭素数）。 
◆：C=8、▲：C=12、●：C=14、■：C=16。比較対象 △：RB、○：PBS。 
サンプル溶液は 100 M の PBS 溶液 3 ml。超音波照射条件は周波数 1.03 MHz と 2.06 MHz を
1:1で重畳し、強度は 1 W/cm2、2 W/cm2、2.5 W/cm2、4.5 W/cm2、7.5 W/cm2、10 W/cm2の 6条件。 
  
- 56 - 
 
3.3.2 音響化学活性 
（1）細胞障害性 
超音波照射による細胞障害性の RBD3による増強効果を検討した結果を示す。 
まず、細胞障害性への超音波の照射時間依存性を図 3.6 に示す。縦軸は超音波照射前を 1
とした細胞生存率、横軸は超音波の照射時間を示す。照射時間は 0秒、15 秒、30 秒、60 秒
の 4条件とした。細胞懸濁液にRBD3（C=14）を添加した場合の測定結果を■で示す。確認の
ために化合物を添加しない場合（●）、出発物質である RBを添加した場合（▲）の結果も示す。
また、腫瘍細胞は遊離のマウス肉腫細胞 Sarcoma 180 を使用し、細胞懸濁液中の RBDお
よび RBの濃度は 100 M とした。また、超音波の照射条件は周波数 1.92 MHz、強度 8.3 
W/cm
2とした。 
RBD3 添加（■）、超音波単独（●）、RB（▲）添加何れも、超音波の照射時間と共に細胞生
存率は低下した。RBD3 を添加すると、細胞障害速度は添加しない場合の約 40 倍となり、細
胞の生存率は 60秒間の超音波照射で約 1％まで減少した。なお、RBD3は 100 M存在して
も超音波を照射しなければ、細胞障害はほとんど観察されなかった。また、RBD3 存在下での
細胞生存率は、同じ濃度の RBを用いた場合よりも 1桁低かった。 
 
次に、細胞障害性への超音波強度依存性を図 3.7 に示す。縦軸は超音波照射前を 1 とし
た細胞生存率、横軸は超音波の照射強度を示す。強度は 0 W/cm2、1.9 W/cm2、4.5 W/cm2、
8.3 W/cm
2の 4 条件とした。遊離のマウス肉腫細胞 Sarcoma 180 細胞懸濁液中の RBD3
（C=14）の濃度は 0 M（●）、50 M（▲）、100 M（■）の 3条件とした。 
今回の超音波照射条件である周波数 1.92 MHz、照射時間 30秒では、RBD3の有無、濃
度に関わらず、超音波強度 1.9 W/cm2が細胞障害の閾値であった。 
 
続いて、細胞障害性への、RBD3（C=14）の濃度依存性を図 3.8 に示す。縦軸は超音波照
射前を 1 とした細胞生存率、横軸は RBD3の濃度を示す。遊離のマウス肉腫細胞 Sarcoma 
180 細胞懸濁液中の RBD3（C=14）の濃度は 0 M、10 M、50 M、100 Mの 4条件を検
討した。 
今回の超音波照射条件である周波数 1.92 MHz、8.3 W/cm2、照射時間 30秒では、細胞生
存率は RBD3濃度の向上に伴い指数関数的に減少した。 
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図 3.6 RBD3（C=14）存在下での超音波照射による細胞障害性への超音波照射時間の影響 
各プロットは超音波照射前を 1 とした細胞生存率を示す。平均値±標準偏差。n=3。 
■：RBD3 添加、●：超音波単独、▲：RB 添加。腫瘍細胞は遊離のマウス肉腫細胞 Sarcoma 180。
RB と RBD の濃度は 100 M。超音波の照射条件は周波数 1.92 MHz、強度 8.3 W/cm2、照射時間
0秒、15秒、30秒、60秒。 
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図 3.7 RBD3（C=14）存在下での超音波照射による細胞障害性への超音波強度の影響  
各プロットは超音波照射前を 1 とした細胞生存率を示す。平均値±標準偏差。n=3。 
RBD3 ●：0 M、▲：50 M、■：100 M。腫瘍細胞は遊離のマウス肉腫細胞 Sarcoma 180。超音波照
射条件は周波数 1.92 MHz、照射時間 30秒、強度 0 W/cm2、1.9 W/cm2、4.5 W/cm2、8.3 W/cm2。 
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図 3.8 RBD3（C=14）存在下での超音波照射による細胞障害性への RBD3 濃度の影響 
各プロットは超音波照射前を 1 とした細胞生存率を示す。平均値±標準偏差。n=3。 
RBD3の濃度は 0 M、10 M、50 M、100 M。腫瘍細胞は遊離のマウス肉腫細胞 Sarcoma 180。 
超音波照射条件は周波数 1.92 MHz、強度 8.3 W/cm2、照射時間 30秒。  
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（2）活性酸素消去剤添加の影響 
超音波と RBD3 による細胞障害性への活性酸素消去剤添加の影響を検証した。活性酸素
消去剤は 10 mMの His、100 g/ mlの SOD、100 mMのMan、10 mMの Trp、および 55 mM
の NACを検討した。RBD3（C=14）100 M（■）と 0 M（●）の 2種類の遊離のマウス肉腫細
胞 Sarcoma 180 細胞懸濁液に、活性酸素消去剤を添加して周波数 1.92 MHz、強度 8.3 
W/cm
2の超音波を 30秒照射した。各条件での細胞生存率を図 3.9に示す。 
RBD3 が存在しない場合（●）の細胞生存率は、何れの活性酸素消去剤を添加しても、変
化は無かった。一方、RBD3 が存在する場合（■）は、活性酸素消去剤を添加しないと超音波
照射による細胞障害性は増強され、細胞生存率は一桁下がった。Man および SOD を添加し
てもこの増強作用に影響は無く、同等の細胞生存率を示した。しかし、His、Trp、および NAC
を添加した場合は、細胞障害効果は増強されず、RBD3 が存在しない場合と同等の細胞生存
率となった。 
 
図 3.9 RBD3（C=14）存在下での超音波照射による細胞障害性への活性酸素消去剤添加の影響  
各プロットは超音波照射前を 1 とした細胞生存率を示す。平均値±標準偏差。n=3。 
RBD3 ●：0 M、■：100 M。活性酸素消去剤  None：無添加、His：Histidine 10 mM、Trp：
Tryptophan 10 mM、Man：Mannitol 100 mM、SOD：Superoxide dismutase 100 mg/ml、NAC：
N-Acetyl-l-cysteine 55 mM。腫瘍細胞は遊離のマウス肉腫細胞 Sarcoma 180。超音波の照射条件
は周波数 1.92 MHz、強度 8.3 W/cm2、照射時間 30 秒。  
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（3）腫瘍細胞の形態学的観察 
Trypan blue染色後の遊離のマウス肉腫細胞Sarcoma 180細胞の形態を偏光顕微鏡で観察
した（図 3.10）。実験条件は細胞障害性の評価を実施した図 3.6 と同じとし、全量 3 mlの細胞
懸濁液中の RBD および RB の濃度は 100 M、超音波の照射条件は周波数 1.92 MHz、
強度 8.3 W/cm2とした。超音波の照射時間は各条件での細胞形態の典型例を得るために
最長の 60 秒とした。参考に無処置の細胞の写真（a）も示す。 
RBD3（C=14）が存在する場合（d）、腫瘍細胞の膜破壊や細胞溶解および細胞の凝集が観
察された。これと比較すると、超音波単独照射（b）は主として細胞の膜破壊が観察された。RB
の場合（c）は超音波単独と同等の細胞破壊が観察され、細胞溶解および細胞の凝集は、
RBD3を添加した場合と、超音波単独の場合の中間程度であった。 
 
 
図 3.10 超音波照射による腫瘍細胞の形態変化 
各写真は以下の条件によって得られた細胞を Trypan blue で染色後に偏光顕微鏡で観察した典型
例を示す。a：無処置、b：超音波単独、c：超音波と RB、d：超音波と RBD3（C=14）。全体量 3 ml の
細胞懸濁液中の RB および RBD の濃度は 100 M。腫瘍細胞は遊離のマウス肉腫細胞 Sarcoma 
180。超音波の照射条件は周波数 1.92 MHz、強度 8.3 W/cm2、照射時間 60 秒。 
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3.4 考察 
3.4.1 キャビテーション誘導能 
RBD3溶液への超音波照射時の分調波測定より、100 MのRBD3のキャビテーション誘導
能は同じ濃度の RB と同等であることが確認できた。その特性は側鎖の Alkyl鎖長によらず同
等であった。RB への親油基および親水基の導入は、キャビテーション誘導能には影響を与え
ず、その性質は維持された。 
両親媒性を有する化合物の代表例である界面活性剤は溶液の表面張力を下げることが知
られている。Crum らは溶液の表面張力が下がるとキャビテーションの作用が起こりにくくなると
報告している 64)。RBD3は両親媒性とはいえ、第 2章において、水／1-Octanolの分配係数は
0.1以下であった。RBD3の両親媒性は溶液の表面張力を下げるまでには至らなかったと考え
られる。 
キャビテーションを誘導する化合物は 1.3.1 項にて述べたように、安定化マイクロバブルと
Xanthene 系化合物が知られている。前者はキャビテーションの源である微小気泡そのもので
あり、一方で後者の Xanthene 系化合物はその気泡の保持能力から気泡を安定化し、その成
長に寄与する性質を持つ化合物と考えている。そのような性質を持つ化合物がどのような化学
構造を有するかは残念ながらまだ明らかにはできていない。文献検索を行っても Xanthene 系
化合物以外の報告は見当たらない。 
Xanthene 系化合物がキャビテーション誘導能を有することを見出すきっかけとなったのは
Chloral（CCl3CH(OH)2）がキャビテーション閾値を下げることを見出したことに端を発する
65)。
Chloralの添加効果を得るには 0.1 Mオーダーという非常に高い濃度が必要であり、医療応用
には適さず、より低濃度で効果がある化合物を探索した過程でXanthene系化合物が見いださ
れた。両者に共通する構造は炭素‐ハロゲン（C‐X）結合である。Xanthene 系化合物の中でも
C‐X 結合数が多いほど、キャビテーション誘導能が高いことが報告されている 37)。今後ハロゲ
ンを含む化合物の探索でより詳細な化合物構造に関する知見が得られると考える。 
 
3.4.2 音響化学活性 
（1）RBDの音響化学活性 
RBD3のキャビテーション誘導能がAlkyl鎖の炭素数 Cによらず、RB同等であったことから、
RBDの音響化学活性は最も腫瘍集積性が高かった RBD3（C=14）について検証した。 
超音波照射による in vitro での細胞障害性は RBD3 の併用によって増強された。周波数
1.92 MHz、強度 8.3 W/cm2、の超音波照射条件で細胞障害の速度は超音波単独照射の場合
の約 40倍、同じ濃度の RB を添加した場合の約 10倍となった。今回の超音波照射条件では
100 MのRBD3が存在すると 60秒の照射時間で生存する細胞は 1%以下となった（図 3.6）。
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RB への腫瘍集積性付与のための化学修飾は、RB の音響化学活性を妨げること無く維持で
き、むしろ増強される結果となった。 
細胞の形態学的観察において、RBD3 と超音波の併用では、顕著な細胞凝集および細胞
溶解が観察された。キャビテーションによる音響化学活性は化合物がキャビテーション気泡近
傍に存在するほど効果が高いことが知られている 66)。定在波条件では気泡が超音波の腹の位
置へ集まる傾向にあり、同様に細胞も化合物も腹の位置へ集まることが予測される。RBD3 は、
RB に親油性を付与して腫瘍集積性を改善した誘導体である 55)。 親油性の化合物は生体中
で血液よりも組織への親和性が高いことが知られている。定在波条件の超音波が気泡と細胞
と化合物を近傍に集めて振動する過程で、RBD3 ではその親油性がより化合物と細胞の接近
に寄与し、細胞への超音波と化合物の作用を増強したと推測される。 
なお、細胞への障害性は、超音波強度が閾値（1.9 W/cm2）を超えると一気に生じ、その増
強度は超音波単独、RB併用よりも、RBD3併用の場合の方が高いことが示された（図 3.7）。超
音波強度に依存した効果の向上は、音響キャビテーションによって生じる現象に典型的な挙
動である。本実験では RBD3の添加によるキャビテーション閾値の低下効果は、観察されなか
った。これは、本評価を進行波条件ではなく定在波条件で行ったためである。同等のキャビテ
ーション生成条件下で化合物の添加効果を評価するという、今回の実験目的に対して、今回
の評価系は再現性良くキャビテーションを生じる実験系であることが確認された。 
 
（2）RBDの音響化学活性機序 
RBD による細胞障害性の増強効果は、活性酸素消去剤の一部、His、Trp、および NAC に
よって阻害された。Hisは一重項酸素 67)およびHydroxyl radicalと反応することが知られており、
Trpは一重項酸素と Superoxide radicalの消去剤として報告されている。更に、NACは全般的
な抗酸化剤として使用されている 68)。従って今回の結果から、RBD3 の細胞障害性は活性酸
素による酸化的作用であり、活性酸素の生成は、RBD3 存在下での超音波照射に起因するこ
とが示唆された。 
具体的な活性酸素種として、Hydroxyl radical、一重項酸素、Superoxide radicalの関与が考
えられる。今回の実験と同じ超音波照射条件下で、10 mMのManが Hydroxyl radicalによる
ヨウ素溶液からのヨウ素生成を阻害することが確認されている 8), 69)。この 10倍の 100 mMの濃
度の Man を添加しても RBD3 による細胞障害性は阻害されなかった。また、SOD の添加も
RBD3 による細胞障害性に影響を及ぼさなかったので、Hydroxyl radical および Superoxide 
radical の関与の可能性は低く、一重項酸素が主要因と考えられる。Porphyrin、Anthracycline
および RB8), 19), 43), 60), 61), 70)による細胞障害性についても、一重項酸素が関与する仮説が提案
されており、同様なメカニズムによる細胞障害効果と考えられる。 
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（3）音響化学活性を示す化合物の化学構造 
今までに抗腫瘍性を目的に音響化学治療に用いられてきた音響化学活性化合物を概観す
ると、既存の抗がん剤、光増感剤、その他に分類される 66)。抗がん剤は、元々抗腫瘍性を有し
ており、その効果を若干でも増強する目的で使用されており、それぞれ多様な化学構造を有
する。その一方で光増感剤は光を増感するという点で共役系の発達した環状化合物という共
通した構造を有している。そのような観点で上記抗がん剤を見直してみると、多くの報告例が
ある Adriamycin71)、Mitomycin C72)、5-fluorouracil73)、FAD10461)等は何れも共役系の発達し
た環状構造を有していた。 
光線力学療法剤としては、Hematoporphyrin6)、Photofrin II74)、ATX-7012)、ATX-S1011)等
で音響化学活性が確認されている。ソノルミネッセンスを起こす超音波のエネルギーが
Porphyrin 系化合物を電子的に励起し、エネルギー遷移と光化学反応の過程を介して細胞障
害性を有する一重項酸素を生成するとの仮定の元に超音波との併用効果が検討され、予測通
りの効果が得られてきた。ATX-70 は光線力学療法用の薬剤として開発され、一重項酸素の
生成効率向上の目的でその構造内に金属原子である Ga を含む Porphyrin 系化合物であり、
ATX-S10 は燐光寿命の延長で一重項酸素の生成効率を高めた化合物である。何れも超音
波との併用において Hematoporphyrin よりも高い細胞障害性が示されている。 
以上を鑑みると光増感剤に必要とされる共役系の発達した環状構造が、高い音響化学活性
効果を有する化合物を導く一つのモデル構造と考えられる。その中で更に一重項酸素の生成
を高める構造が望ましいと思われる。通常重電子効果、すなわち、比較的大きな質量を有する
臭素やヨウ素といったハロゲンや金属原子を有する構造が一重項酸素の生成効率を高めるこ
とが知られている。上記のATX-70はその一例である。RB、RBD3が高い音響化学活性を示し
たのは、共役系の発達した環状化合物とヨウ素という重電子効果が期待できる元素を 4 つ含
む化学構造であったからと考えられる。そして RB から RBD3 への細胞障害性の向上は腫瘍
集積性の向上によるものと考えられる。 
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3.5 結言 
超音波照射によるキャビテーションの生成、および細胞障害作用を RBD3は RBと同等ある
いはそれ以上に増強する結果が得られ、腫瘍集積を目的とした RB への化学修飾は、RB が
有していたキャビテーション誘導能および音響化学活性を阻害するどころか後者については
むしろその効果を増強することが明らかとなった。また、その細胞障害には、超音波照射で生
じたキャビテーションがRBD3を活性化し、生成した活性酸素、特に一重項酸素が関与する作
用機序が示唆された。 
RBおよび RBD3はキャビテーションを誘導するユニークな特性を有しているが、キャビテー
ションを誘導する特性に特有の化学構造はまだ見いだせていない。キャビテーションを誘導す
ることが分かっている化合物には今の所、炭素‐ハロゲンからなる結合が共通して含まれており、
図らずも、このハロゲンを含む構造は音響化学活性を高める一重項酸素の生成効率向上にも
寄与している事が推測された。この複数の炭素‐ハロゲン構造が RB と RBD3 の高いキャビテ
ーション誘導能と音響化学活性に関与していると考えられる。 
なお、本章では、音響化学的特性の評価系として、音響化学治療の実用化に欠かせない、
進行波条件下でのキャビテーション誘導能を評価する実験系と、キャビテーションによる音響
化学活性の評価に適切な、キャビテーションを再現性良く生成する定在波条件での細胞障害
作用の評価系も提示した。 
以上、キャビテーション誘導能、音響化学活性および腫瘍集積性という音響化学治療用化
合物に求められる特性を併せ持つ RBD3（C=14）が得られた。次章ではマウス動物実験にて
RBD3（C=14）を用いた音響化学治療による抗腫瘍作用を検証する。 
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第 4章  
腫瘍集積性 RBDを用いた音響化学治療の試み 
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4.1 緒言 
本章では、キャビテーション誘導能、音響化学活性および腫瘍集積性を併せ持つ Rose 
bengal 誘導体（以降 RBD；Alkyl 鎖の炭素数 C=14 の RBD3）を用いて、担がんマウスでの動
物実験で、音響化学治療による in vivoでの抗腫瘍性を検証することを目的とする。また、本法
における抗腫瘍性の作用機序の解明も目指す。 
 
4.1.1 In vivoでの抗腫瘍性の評価における超音波照射系 
（1）超音波照射系 
超音波とRBDによる音響化学治療でのマウス実験腫瘍への抗腫瘍性の評価における超音
波照射系を図 4.1に示す。 
マウス下肢に移植した腫瘍に生体外から超音波を集束できるように、進行波条件の超音波
照射系とした。脱気水を満たした水槽内に、X-Y-Z ステージを用いて超音波トランスデューサ
とマウスを配置した。図 4.1 は水槽横方向からの照射系構成成分の配置を示す。腫瘍に集束
した超音波が透過するよう、マウスは腫瘍位置をくり抜いた板に麻酔下で固定して実験に供し
た。また、腫瘍を透過した超音波が反射して腫瘍部位に戻らないよう、マウス後方側水槽壁は
45 度に傾斜させた。超音波の照射方法は、進行波条件でも比較的キャビテーションが生成し
やすい第 2高調波重畳法 30), 31)とした。実験方法の詳細は 4.2.1項に記載した。 
 
 
図 4.1 抗腫瘍性の評価における超音波照射系 
抗腫瘍性の評価は進行波条件で実施した。図は水槽横方向からの構成成分の配置を示す。 
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（2）第 2高調波重畳法 
1.2.3 項で述べた通り、定在波条件ではキャビテーションは生じやすいが、進行波条件でキ
ャビテーションを生成することは非常に難しい。しかし、音響化学治療をヒトへ臨床応用し、身
体深部の腫瘍への適用を考えるうえでは、進行波条件での超音波照射は必須である。そのた
め本研究ではキャビテーションを効率的に生成する化合物の開発を行い、得られた化合物
RBDは in vitroの実験ではキャビテーションの誘導能を持つ化合物であることは確認した。キ
ャビテーション生成の効率化は 1.2.3 項で述べたように超音波照射方法側からの研究が先行
して実施されている。今回はそれらキャビテーションを効率的に生成する超音波照射技術の
中で、キャビテーション誘導能をもつ化合物と組み合わせることで大きな超音波強度は必要と
しない第 2高調波重畳法を用いることとした。 
第 2高調波重畳法は超音波の基本波とその第 2高調波を超音波の焦点位置で重ね合せる
照射方法である。基本波とその 2 倍の周波数を持つ第 2 高調波の組み合わせは波の負圧を
効果的に強調できる。基本波と第 2 高調波それぞれ単独ではキャビテーションが生じないよう
な超音波強度でも、RB と第 2 高調波重畳法でキャビテーションが発生すること、生じたキャビ
テーションで化学反応が促進されること、その効果は基本波と第 2高調波を照射強度 1:1の割
合とした場合に最も高い事が in vitroで見出された 30)。この効果は in vitroのみならずマウス肝
臓を用いた in vivo 実験でも検証され、キャビテーションによる生体作用が増強されることが報
告されている 30), 31)（図 4.2）。 
第 2 高調波重畳法の照射条件は基本波と第 2 高調波の照射強度比のみならず、周波数、
基本波と第 2高調波の位相差についても詳細に検討されている 63), 75)。 
周波数については一般的に周波数が低い方ほどキャビテーションの生成効率が高いことが
知られている。マウス肝臓組織ダメージの肉眼観察を指標に基本波 2.1 MHz、1.58 MHz、1.0 
MHz、0.53 MHzの比較により、1.0 MHz、0.53 MHzで生体への音響化学作用が促進されるこ
とが確認されている 63)。更にマウス実験腫瘍を用いた予備的検討で基本波 0.75 MHz よりも
0.5 MHz の方が高い抗腫瘍性が得られることも確認されている。ただし、周波数を下げると振
動子が厚くなり、第 2 高調波重畳法にて安定な超音波照射を行うには、現状では基本波 0.5 
MHzが下限となっている。 
基本波と第 2高調波の位相差については、位相差を変えて作成した合成波形を図 4.3に示
す。位相差 1/2πが最も負圧の強調が見込める波形となっている。試料溶液として Ethanol を
用いた in vitro 実験で、位相差を固定して超音波を照射した場合、1/2が最もキャビテーショ
ンの生成効果が高いことがKawabata等によって検証されている（図 4.3）。しかし、理想の位相
差での超音波照射は in vivoでは生体中の組織境界での屈折等の影響で困難である。そこで
位相差を周期的に変化させる照射方法をKawabata等は開発した。位相差のシフトは 1間隔
の 2 段階から 1/16間隔の 32 段階シフトまで検討し、シフト段数が大きいほどキャビテーショ
ン生成効率が向上し、8段階シフト以上で平衡に達することが報告されている 75)。 
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図 4.2 第 2 高調波重畳法 
基本波とその第 2高調波を超音波の焦点位置で重ね合す照射方法。RB との組み合わせで、水中およ
びマウス肝臓内でキャビテーション生成が促進された 30), 31)。 
 
 
図 4.3 基本波と第 2高調波の位相差 
a：基本波と第 2高調波の位相差による合成波形を示す。
b：基本波と第 2高調波の位相差による Ethanol水溶液でのキャビテーションの生成を示す。 
 
a 各位相差での合成波の波形 b 各位相差でのｷｬﾋﾞﾃｰｼｮﾝ生成
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4.1.2 超音波の生体作用について 
1.2.1項で述べたように、超音波の生体への作用は図 1.6に示すように生体が超音波のエネ
ルギーを吸収して生じる作用と、超音波照射によって生じたキャビテーションによる作用の大き
く 2つが考えられる。 
第3章における in vitroでの細胞障害作用機序の検討によると、キャビテーションによりRBD
が活性化され、生じた 1 重項酸素による化学的作用が細胞障害の要因であることが示唆され
た。マウスを用いた in vivo実験でも同様に超音波照射によるキャビテーションが抗腫瘍性の源
になっているのか、超音波照射時のキャビテーションの生成と加熱作用の有無を検証した。 
 
 
4.2 材料と方法 
4.2.1 RBD と超音波の併用での抗腫瘍性の評価 
（1）超音波トランスデューサ 
マウス皮下移植腫瘍への超音波の照射は図 4.4 に示す超音波トランスデューサを使用した。
主な仕様は以下の通りである。 
① 照射部：構成は、曲率半径 35 mm、長軸幅 40 mm、短軸幅 20 mm とした。トランスデュー
サ面を短軸方向に 2分割し、一方に共振周波数 0.5 MHz（基本波）、他方に 1.0 MHz（第 2
高調波）の PZTセラミックストランスデューサ（富士セラミックス株式会社；日本、静岡県）を取
り着けることにより、第 2 高調波重畳法での照射を可能とした。背面はエアバック構造とし
た。 
② 照準・監視部：中心周波数 6.0 MHz、曲率半径 10 mmのイメージングアレイトランスデュー
サ（EUP-F331、株式会社日立ヘルスケア・マニュファクチャリング；日本、千葉県）を使用し
た。 
③ 外装：外径 30 mmの ABS樹脂製とした。 
④ 音響出力：数 100 W/cm2（音響化学的に有効なキャビテーションを引き起こすのに必要な
出力の二桁上）まで出力可能とした。出力は放射圧により計測し、駆動電圧の二乗に比例
することを確認した。 
また、シュリーレン法によるビームパターンの可視化により、基本波 0.5 MHzとその第 2高調
波 1.0 MHzが重畳される音場は超音波の進行方向に垂直な平面において横方向が約 1 cm、
縦方向が約 3 mm、超音波の進行方向が数 cmであることを確認した。 
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図 4.4 マウス実験腫瘍への超音波照射に使用した超音波トランスデューサ 
照射部と照準部からなる。照射部は共振周波数の異なる 2 枚の PZT セラミックストランスデューサか
らなり、第 2 高調波重畳法を可能とする。 
 
（2）試薬 
RBD（RBD3、C=14）は第 2 章に記載した方法で合成した 55)。リン酸緩衝液（pH7.4；以降
PBS）は Sigma chemical Co.（MO、U.S.A.）から購入した市販品の粉末を水に溶解して使用し
た。その他の試薬は分析用レベルの純度の市販品を入手し、精製せずにそのまま使用した。
また、実験全般に渡って、水は脱イオン蒸留水を使用した。  
 
（3）腫瘍細胞および動物 
腫瘍細胞はマウス大腸癌由来 Colon 26細胞、動物は雄の BALB/cおよび CDF1マウスを
使用した。Colon 26 細胞はがん研究所（日本、東京都）より提供いただき、5 週齢の雄の
BALB/c マウスで毎週継代した。新鮮な腫瘍細胞を約 1 mm3 に切断して、5 週令の雄の
BALB/cマウスの左足付根部分に皮下移植した。約 14日後に腫瘍が直径 10 mmまで成長し
た時点で実験に供与した。 
 
（4）投与溶液の調製 
RBD のマウスへの投与溶液は以下の手順で調製した。RBD を最終濃度の 5%の
N,N-Dimethylformamide （以降 DMF）に溶解後、最終濃度の約 10%の 0.1 N水酸化ナトリウ
ム水溶液を添加し、0.1 N の塩酸水溶液を少しずつ加えて pH を 7.5 に調整した。その後 2 
mg/mlの濃度となるよう PBSを加えた。 
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（5）マウス腫瘍への超音波照射 
マウス皮下移植腫瘍への超音波照射は図 4.1 に示した実験セットアップで実施した。超音
波の照射は水槽を用いて 37 ℃の脱気水中で行った。また、進行波条件で超音波が照射でき
るよう、超音波がマウスを通過後反射しないように超音波の進行方向の水槽壁は斜め 45 度と
した。 
超音波照射準備から後処理までの一連の操作は以下の通りとした。 
① マウスの群分け：無処置群、超音波単独照射群、超音波照射とRBD投与の併用群の 3群
に分けた。各群は 3匹ずつとした。 
② マウスへの RBDの投与：RBD投与用溶液を尾静脈より 10 mg/kg となるよう投与した。 
③ マウスの実験セットアップへの設置：Pentobarbital による麻酔下で一連の処置を実施した。
超音波が乱反射しないよう腫瘍周辺皮膚を剃毛し、腫瘍位置部分をくり抜いたプレートに 4
肢をたこ糸で固定した。プレートごと水槽中に垂直に固定した。脱気水の水位は、マウス顎
部下になるよう調整した。マウス頭部もタコ糸にて上方に固定して自発呼吸時の気道確保
に留意した。 
④ 超音波の腫瘍への照準：マウスを固定したプレートは X-Y-Z ステージを用いて、ミリ単位で
移動可能とした。トランスデューサの照準部を用いて超音波診断機（株式会社日立ヘルス
ケア・マニュファクチャリング；日本、千葉県）の画面で照射部からの超音波の焦点がマウス
腫瘍中心に位置するよう、X-Y-Zステージにてマウス位置を調整した。 
⑤ 超音波の照射：0.5 MHzと 1.0 MHzの超音波をそれぞれ強度 15 W/cm2で照射した。位相
差のシフトは 8段階とした。1分照射、30秒休止を 3回繰り返した。トランスデューサの駆動
にはそれぞれ別々の任意波形発生器 AG-4100（横川電機株式会社；日本、東京都）と広帯
域RFパワーアンプ（ENI technology; NY、U.S.A.）のセットを使用し、各アンプへの入力シグ
ナルの位相はクロック周波数 8 MHz のパーソナルコンピューターにて制御した。両波の相
対位相差は分調波生成に最適となるよう設定した。なお、超音波の照射強度はマウス腫瘍
から発生する分調波（0.25 MHz）を検出して、キャビテーションが生じることを確認して決定
した。 
⑥ 超音波照射後のマウスの処理：超音波照射終了後速やかに水層から引き揚げ、プレート
から外して水をふき取った後、ケージ内のおがくず上で静置して麻酔からの覚醒を待った。 
⑦ 腫瘍体積の測定：腫瘍の長径と短径をノギスで測定した。腫瘍体積を以下の計算式にて
算出し、超音波照射前、剃毛後の体積を 1とした相対値とした。各群 3匹の平均値と標準偏
差で示した。 
腫瘍体積＝{（長径）×（短径）2}/2 
測定は照射1日後から毎日、1週間程度実施した。なお、本実験は「日本学術会議による動
物実験の適正な実施に向けたガイドライン」に則り実施した。 
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4.2.2 RBD と超音波の併用による抗腫瘍性機序の検討 
4.2.1 項に記載したのと同じ試薬、腫瘍細胞、動物、投与溶液を準備し、同じトランスデュー
サを使用した。 
（1）キャビテーション生成の測定 
マウス皮下移植腫瘍への超音波照射時のキャビテーション生成の測定実験セットアップを
図 4.5に示す。マウス腫瘍への超音波の照射は 4.2.1（5）に記載したと同じ方法で実施した。 
キャビテーション生成の指標は、感度が高く、かつ特異性が高いとされている分調波
（0.25MHz）の強度とした。マウス腫瘍からの音響信号は、直径 11 mm、厚さ 90 mの PVDFフ
ィルム製の集束型ハイドロフォン（東レテクノ株式会社；日本、滋賀県）で検出し、スペクトルア
ナライザ HP3588A（Hewlett-packard；CA、U.S.A.）で処理した。データは毎秒 1 回パーソナル
コンピューターに取り込み、信号強度の時間平均値を求めた。 
なお、本方法にて RBD を投与したマウス腫瘍から分調波（0.25MHz）成分が確実に検出で
きることを確認して、本章におけるマウス腫瘍への超音波照射条件を、基本波 0.5 MHz とその
第 2高調波 1.0 MHzをそれぞれ強度 15 W/cm2で照射とした。 
 
図 4.5 マウス実験腫瘍から発生する音響信号を検出する実験セットアップ 
マウス腫瘍からの音響信号を集束型ハイドロフォンで検出し、スペクトルアナライで処理した。データは
毎秒 1回パーソナルコンピューターに取り込み、信号強度の時間平均値を求めた。 
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（2）腫瘍内温度の測定 
マウス皮下移植腫瘍への超音波照射時の腫瘍内温度の測定実験セットアップを図 4.6に示
す。マウス腫瘍への超音波の照射は 4.2.1（5）に記載したのと同じ方法で実施した。 
腫瘍内温度は熱電対を腫瘍内に挿入して測定した。熱電対は助川電気株式会社（日本、
茨城県）製の直径 0.25 mmのChromel-alumel素材の物を使用した。超音波が乱反射しないよ
う、超音波の進路は避け、焦点を 1 mm程度外して挿入した。 
 
 
図 4.6 超音波照射時のマウス実験腫瘍内温度を測定する実験セットアップ 
腫瘍内温度は熱電対を腫瘍内に挿入して測定した。熱電対は、超音波が乱反射しないよう超音波の進
路は避け、焦点を 1 mm程度外して挿入した。 
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4.3 結果 
4.3.1 RBD と超音波の併用での抗腫瘍性 
（1）マウスへの RBD投与から超音波照射までの時間の検討 
マウスに RBDを投与してから超音波を照射するまでの時間は以下を念頭に置いた。 
① 腫瘍に RBDがある程度集積している. 
② 超音波の進路に介在する組織への RBDの集積との差がある。 
2.3.2項の図 2.8に示した通り、RBD3（C=14）は投与後 3時間付近まで腫瘍集積性が向上し、
平衡に達した。予備的検討ではこの傾向は投与後 24時間まで継続することが確認された 75)。 
図 4.7に超音波の進路に介在する組織の代表として筋肉における RBDの濃度に対する腫
瘍内濃度の経時変化の典型例を示す。筋肉内濃度の測定は 2.2.2 項に示す RBD の組織集
積性の評価方法で実施した。RBD 投与 6 時間以降で筋肉組織との RBD 濃度比が向上する
傾向が見られた 75)。 
以上より RBD 投与 6 時間以降 24 時間までは超音波進路の組織の影響が少なく、腫瘍内
の濃度は同程度に高い事がわかった。以降の抗腫瘍性の検討はマウスに RBD を投与してか
ら 6時間以降で実施した。 
 
図 4.7 マウス腫瘍および筋肉内の RBD3（C=14）の濃度比の経時変化 75) 
RBD3（C=14）投与 3、6、14、24時間後のマウス腫瘍および筋肉内の蛍光インデックス比の典型例。
腫瘍はマウス大腸癌 Colon 26。 
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（2）RBD と超音波の併用での抗腫瘍性 
RBDを投与して超音波を照射したマウス腫瘍の成長曲線を図4.8に●で示す。縦軸は治療
前の腫瘍体積を 1とした相対腫瘍体積、横軸は超音波照射後日数を示す。比較のため、無処
置（▲）、超音波を単独で照射した場合（■）の成長曲線も示す。 
腫瘍径が 1 cm程度まで成長したマウスは、無処置では日数の経過と共に腫瘍体積が増加
し、5 日で約 3 倍まで成長した。超音波照射単独では、無処置と比較して若干成長スピードは
遅いものの、照射後 5 日で腫瘍体積は約 2 倍に増加した。一方 RBD と超音波を併用した場
合は、照射後 2日まで腫瘍体積は変化せず、3日後から若干増加したが、照射 5日後の腫瘍
体積は照射前の 1.3 倍程度であり、無処置、超音波単独照射と比較して腫瘍の成長が抑制さ
れる傾向がみられた。 
 
次に、RBD を投与して超音波を照射したマウス腫瘍形態の写真を図 4.9 に示す。比較のた
め超音波を単独で照射した場合のマウス腫瘍の形態も示す。超音波を単独で照射したマウス
腫瘍では形態的な変化は特に観察されなかった。一方で、RBDを併用した場合は、超音波の
進行方向（図 4.9写真に垂直な方向）に沿って、腫瘍が壊死している様子が観察された。超音
波の進路周囲の腫瘍は生き残っている様子が観察された。 
 
続いて、RBDを投与して超音波を照射したマウス腫瘍組織を Hematoxylin-eosin（以降、HE）
染色後に偏光顕微鏡で観察した写真を図 4.10 に示す。比較のため無処置のマウス腫瘍の写
真も示す。無処置では弱拡大（b1）でも強拡大（b2）でも腫瘍組織に特有の全体的に
Hematoxylin による濃青紫色での染色の傾向が見られた。一方で RBD と超音波の併用では
弱拡大（a1）で組織全体が Eosin によるピンク色で染色されており、また、強拡大（a2）では
Hematoxylin によって濃青紫色で染色された核の濃縮が見られ、広くネクローシスが生じてい
ることが示唆された。 
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図 4.8 マウス腫瘍の成長曲線 
各プロットは超音波照射前を 1 とした場合の相対腫瘍体積。平均値±標準偏差。n=3。 
▲：無処置、■：超音波単独照射、●：RBD と超音波。腫瘍細胞はマウス大腸癌 Colon26、RBD の
投与量は 10 mg/kg、RBD投与 6時間以上経過してから超音波を照射。超音波の照射条件は周波
数 0.5 MHz と 1.0 MHz を各強度 15 W/cm2で重畳し、1 分照射 30 秒休止の 3 セット。 
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図 4.9 超音波照射 7 日後のマウス腫瘍形態の典型例 
左は RBD 投与後超音波照射、右は超音波単独照射。腫瘍細胞はマウス大腸癌 Colon 26、RBD
の投与量は 10 mg/kg、RBD 投与 6 時間以上経過してから超音波を照射。超音波の照射条件は周
波数 0.5 MHz と 1.0 MHz を各強度 15 W/cm2で重畳し、1 分照射 30 秒休止の 3 セット。 
 
 
図 4.10 超音波照射 24 時間後のマウス腫瘍組織の HE 染色写真の典型例 
a1：超音波＋RBD；弱拡大、a2：超音波＋RBD；強拡大、b1：無処置；弱拡大、b2：無処置；強拡大。
腫瘍細胞はマウス大腸癌 Colon26、RBD の投与量は 10 mg/kg、RBD 投与 6 時間以上経過してか
ら超音波を照射。超音波の照射条件は周波数 0.5 MHz と 1.0 MHz を各強度 15 W/cm2で重畳し、
1 分照射 30 秒休止の 3 セット。HE 染色。 
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4.3.2 RBD と超音波の併用による抗腫瘍性の機序 
（1）キャビテーションの生成 
RBD を投与して超音波を照射した際にマウス腫瘍から発生した音響信号の典型例を図
4.11 に示す（左）。縦軸は平均信号強度（相対値）、横軸は周波数を示す。比較のため、超音
波を単独で照射した場合の結果も示す（右）。 
超音波単独照射では照射した基本波 0.5 MHz とその第 2高調波 1.0 MHz とそれらの高調
波成分の信号のみが観察された。一方、RBDと超音波の併用では、基本波、高調波に加えて、
それらの 1/2の周波数の分調波が観察された。 
 
 
図 4.11 マウス実験腫瘍から発生した音響信号の典型例  
右は超音波単独照射、左は超音波と RBD 併用を示す。腫瘍細胞はマウス大腸癌 Colon 26、RBD
の投与量は 10 mg/kg、RBD 投与 6 時間以上経過してから超音波を照射。超音波の照射条件は周
波数 0.5 MHz と 1.0 MHz を各強度 15 W/cm2で重畳し、1 分照射 30 秒休止の 3 セット。 
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 (2)腫瘍内温度 
RBDを投与して超音波を照射した際の腫瘍内温度の測定結果の典型例を図4.12に示す。
縦軸は腫瘍内温度、横軸は超音波照射時の時間経過を示す。 
超音波照射前は 33℃であった腫瘍内温度は、超音波照射開始と共に上昇し 36℃に達した
が、超音波照射を停止すると、一気に初期温度に下がった。超音波の照射時間は治療条件
での連続照射時間である 1分間の 2倍とした。平衡に達する温度は 38.3℃と算出された。 
 
 
図 4.12 マウス実験腫瘍内温度の典型例 
腫瘍細胞はマウス大腸癌 Colon 26、RBDの投与量は 10 mg/kg、RBD投与 6時間以上経過してか
ら超音波を照射。超音波の照射条件は周波数 0.5 MHz と 1.0 MHz を各強度 15 W/cm2で重畳し、
1 分照射 30 秒休止の 3 セット。 
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4.4 考察 
4.4.1 RBD と超音波の併用での抗腫瘍性 
RBDとしてRBD3（C=14）を投与して in vivoにてマウス腫瘍に超音波を照射した結果、腫瘍
成長が抑制される傾向が見られた。治療部位の肉眼での観察より、超音波照射部分に壊死が
確認できた。また組織の HE 染色により、当該部分にはネクローシスが生じていることが示唆さ
れた。一方で、超音波照射進路の周囲の腫瘍は生きており、照射 3日後からの腫瘍体積の増
加は、生き残った腫瘍の成長によるものと思われる。 
今回の実験結果は抗腫瘍効果が得られた典型例 3例によるものである。無処置、超音波単
独での腫瘍曲線は他のマウスでも同様の傾向となったが、RBD と超音波の併用の場合は、は
っきりとした抗腫瘍効果が得られないマウスもいた。 
原因の一つは、超音波照射部位の観察より、超音波照射進路の周囲の生き残りの腫瘍組
織と考えられる。超音波照射前の腫瘍の大きさは概ね 1 cm3 で揃えた。一方で照射した超音
波の基本波と第 2高調波の重畳部分は、横と奥行はそれぞれ 1 cmはカバーできているが縦
方向は 3 mm程度であり、1回の超音波照射では患部全体がカバーしきれていない。今回は 3
回の照射は焦点を固定で行った。焦点位置を移動させながらの複数回照射でこの問題は解
決可能と考える。 
例数は少なかったが超音波照射後腫瘍に壊死が全く生じない場合があった。安定な抗腫
瘍効果を得るためには、治療機序を正しく把握する必要があると考え、次節以降の検討を実
施した。 
 
4.4.2 RBD と超音波の併用による抗腫瘍性機序 
超音波照射部位であるマウス腫瘍から発生した音響信号の測定結果より、今回の超音波照
射条件では、超音波単独照射ではキャビテーションは発生しないが、RBD の併用で、キャビ
テーションの生成が確認された。 
超音波照射中の腫瘍内温度の平衡温度は 36℃と照射前と比較すると 3℃程度上昇した。
図 4.12 が示す通り、超音波照射を停止すると急激に温度が下がったことから、熱電対は超音
波の焦点に非常に近い部分に挿入できていたことが裏付けられ、超音波照射による温度変化
を適切に測定していたと言える。 
加熱作用を用いた治療法である加熱凝固治療 16)-19)での腫瘍内温度は約 60℃、比較的穏
やかな治療方法であるハイパーサーミア 15)は 42℃ではあるが、数十分オーダーでの照射時
間が必要とされる。最高温度 36℃で連続照射 1 分の本治療では、加熱による熱的作用は無
視できると考えられる。 
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4.5 結言 
キャビテーション誘導能、音響化学活性および腫瘍集積性という音響化学治療用化合物に
求められる特性を併せ持つ RBD3（C=14）と超音波による音響化学的がん治療を担がんマウ
スを用いて試みた。その結果、腫瘍成長の抑制が確認でき、音響化学治療の可能性を示すこ
とができた。 
超音波照射時にはキャビテーションが生成していることも確認できた。また、治療時の腫瘍
内温度の上昇は加熱作用を利用した治療と比較すると低かったことから、本治療の効果は当
初の目論み通り、超音波照射によるキャビテーションに起因することが示唆された。HE 染色組
織の顕微鏡での観察より、ネクローシスが超音波照射24時間後に認められた。しかし、肉眼で
は超音波照射直後の腫瘍形状には変化は無く、日数の経過とともに壊死が観察されたことか
ら、本治療の効果は化学的作用が主要因と考えられる。ただし、キャビテーションによる機械
的作用も同時に生じている可能性は考えられる。 
キャビテーションは閾値がある現象であることから、治療効果が得られないケースでは、キャ
ビテーションが発生していない可能性が考えられる。RBD3（C=14）の併用でキャビテーション
は十分誘導される超音波照射条件ではあるが、照射対象である腫瘍の形状は多様で、その
内部構造は不均一であるため、キャビテーション生成が抑制されるケースが存在することは推
測される。ヒトでの実用化を考えると、キャビテーション生成の安定化を図る方法が必要である。
また、治療を確実に行うために、キャビテーション生成をリアルタイムにモニターすることも有効
と考えられる。 
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第 5章 
マイクロバブルの添加による 
音響化学活性の増強効果 
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5.1 緒言 
第 4章にて腫瘍集積性 RBD と第 2高調波重畳法によって進行波条件でもマウス実験腫瘍
で抗腫瘍効果が得られ、音響化学治療の有効性が確認できた。ヒトへの実用化にあたり、定
在波や大きな超音波強度に依存することなく確実にキャビテーションを生成することを目的に、
本章ではマイクロバブルの添加効果を検討する。 
本研究はキャビテーションの効率的な生成に、超音波と併用する化合物の検討という化学
的な方面からアプローチしている。第 3 章で述べたように、本研究で開発した RBD は気泡を
保持する能力を持ち、キャビテーション生成の過程（図 5.1）において生成した気泡が圧壊する
までの成長過程の安定化に寄与すると考えられる。従って、その前段階として微小気泡が
元々存在すれば RBD の効果はいかんなく発揮され、キャビテーションの生成の促進とそれに
伴う抗腫瘍性の向上に繋がることが期待できる。 
脂質膜の中にフッ化炭素等の揮発性の気体を封入した超音波造影剤が開発され、マイクロ
バブルを安定的に実験系に供与することが可能となった。診断に使用することを目的に開発さ
れたマイクロバブルを治療に応用する研究も活発化している。例えば超音波破砕治療におい
ては、治療に必要な超音波エネルギーの低減に寄与することが報告されている 22), 23)。また、
組織破砕 24), 25)、血栓溶解 76)、および高強度集束超音波（HIFU）での治療効果増強 77)-80)も報
告されている。 
本章では、マイクロバブルとして代表的な超音波造影剤である Sonazoid（以降 SZ）の添加
効果を in vitroでの細胞障害性の評価にて検証した。SZは水素添加卵黄 Phosphatidylserine 
sodium salt と精製白糖からなる殻の中にフッ化炭素である Perflubutane が内包された構造を
有する平均粒径約 2.6 mの化合物である。RBDは前章に引き続き Alkyl鎖の炭素数 C=14
の RBD3を使用した。 
 
図 5.1 キャビテーションの生成過程に寄与する化合物 
気泡の成長過程：泡沫保持の Xanthene 系化合物。気泡の生成過程：マイクロバブル造影剤。 
- 87 - 
 
5.2 材料と方法 
（1）超音波トランスデューサ 
直径 24 mmの円板上の PZT 素子（日立金属株式会社；東京都、日本）とアルミニウム層を
熱膨張エポキシ接着剤で接着した背面がエアバック構造の超音波トランスデューサを使用し
た。共振周波数は 1.92 MHzであった。 
トランスデューサからの音響出力強度は、定在波条件では確定するのが難しいため、進行
波条件で測定した印加電圧に対する音響強度から算出した。定在波条件における実際の音
響強度は、桁違いに高い可能性があるが、同じ電圧での進行波条件と定在波条件の音響強
度はおおよそ比例すると考えられる。 
 
（2）試薬 
音響化学活性剤として RB と RBD（RBD3、C=14）を使用した。RB（90% dye content）は
Sigma chemical Co.（MO、U.S.A.）から購入した。RBD は第 2 章に記載した方法で合成した
55)。 
マイクロバブルとして超音波造影剤であるSonazoid（SZ）を使用した。SZは第一三共株式会
社（日本、東京都）から注射用 16 mlを購入し、製品添付の調整方法に従い、専用ケモプロテ
クトスパイク（懸濁液調整器具）と専用注射用水を用い、フリーズドライ状態の粉末から水溶液
を必要時に以下の通り調製した。2 mlの注射用水を 5 mlの注射用シリンジに移し金属針を除
去した。ケモプロテクトスパイクを SZ のバイアルに挿入し、スパイクの専用位置にシリンジのル
アー部を装着した。シリンジ内の注射用水を、ケモプロテクトスパイクを通して SZバイアルに移
し、シリンジおよびスパイクを装着したままバイアルを1分間振とうさせた。ケモプロテクト内のデ
ッドスペースの水溶液をバイアル内に全て移動させた後、シリンジとスパイクを除去し、使用時
まで氷冷した。 
緩衝液は Dulbecco’s phosphate-buffered saline（pH 7.4；以降 PBS）を Sigma chemical Co.
（MO、U.S.A.）から購入した。その他の試薬は全て分析用レベルの純度の市販品を使用し
た。 
 
（3）腫瘍細胞 
腫瘍細胞は明治製菓株式会社（日本、東京都）から提供を受けたマウス肉腫 Sarcoma 180
細胞を使用した。Sarcoma 180細胞は雄の ICRマウスの腹水中で継代し、腹水に移植後 7日
～10 日後に実験に供した。実験直前にマウス腹腔より取り出し、PBS にて懸濁して濃度 5×
10
6
 cells/ml とした。超音波照射までは氷上にて静置した。 
実験動物の取扱は日本学術会議による「動物実験の適正な実施に向けたガイドライン」に
則り、横浜薬科大学の倫理審査委員会の承認を得て実施した。 
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（4）試料溶液への超音波照射 
試料溶液への超音波照射は図 3.3 に示した実験セットアップにて、キャビテーションが再現
性良く生じる定在波条件で実施した。超音波の照射においては、水槽を用いて室温の脱気水
中で行った。超音波照射準備から後処理までの一連の操作および手順は以下の通りとした。 
① 音響化学活性物質溶液の調製：RBは 1 mMの濃度となるよう PBSに溶解した。RBD水
溶液は以下の手順で調製した。RBD を最終濃度の 5%の N,N-Dimethylformamide （以
降 DMF）に溶解後、最終濃度の約 10%の 0.1 N水酸化ナトリウム水溶液を添加し、0.1 N
の塩酸水溶液を少量ずつ加えて pH を 7.5 に調整した。その後 1 mM の濃度になるよう
PBSを加えた。 
② 試料溶液の調製：濃度 5×106 cells/mlの細胞懸濁液 2.7 mlに RB、RBDあるいは PBS
を 0.3 ml加えて穏やかに撹拌した。試料溶液 3.0 mlは直径 31 mm、底厚 1.5 mmの平底
ガラス容器に入れた。 
③ 超音波トランスデューサと試料溶液の設置：超音波トランスデューサは脱気水中に、超音
波照射面を上向きにして水面と並行に設置した。平底ガラス容器に入れた試料溶液はト
ランスデューサの超音波照射面から 30 mm上方に設置した。脱気水の高さを平底ガラス
容器に入れた試料溶液の高さとした。 
④ 超音波の照射：周波数 1.92 MHz、予め設定した強度 0～8.3 W/cm2で予め設定した時間
（0～60 秒）照射した。トランスデューサの駆動には任意波形発生器 AG-4100（横川電機
株式会社；東京都、日本）と広帯域 RF パワーアンプ（ENI technology; NY、U.S.A.）を使
用した。一連の実験で、超音波照射による加温効果の影響を確認するために、試料溶液
の温度を確認した。今回の室温同等水温下での実験では、使用した最も高い強度である
8.3 W/cm
2で最も長い照射時間である 60秒の超音波照射でも、温度上昇は 1℃未満であ
った。 
   
（5）細胞障害性の評価 
細胞の生死の評価は Trypan blue色素排除法で実施した。細胞懸濁液 1 ml と 0.5％Trypan 
blue溶液 1 mlを混和し、位相差倒立顕微鏡（オリンパス株式会社；日本、東京都）を用い、血
球計算板ガラスプレート上の非染色細胞数を数えて正細胞数を決定した。本評価は各試料
への超音波照射直後に行った。また、細胞懸濁液は細胞生存率が 99％を超えた事を確認し
てから実験に供した。細胞懸濁液は 3 mlを平底ガラス溶液に入れて超音波を照射した。各細
胞懸濁液の細胞生存率は、照射前の細胞生存数を標準値とした場合の相対値とし、各実験
条件での評価結果は 3回～5回の照射実験の平均値と標準変差で示した。 
評価結果は比較検討対象群間で等分散を仮定した 2 標本による t-検定を実施した。比較
対象群が多群の場合は、まず一つのパラメータに関して、一元配置の分散分析（Analysis of 
variance；以降 ANOVA）を行い有意差があることを確認した。その後、比較目的対照群間で等
分散を仮定した 2標本による t-検定を実施し、Bonferroni’s methodにて多重調整した。 
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（6）SZ崩壊の評価 
10 l の SZ水溶液を 3 mlのMilliQ水に添加し、穏やかに混合した。この試料溶液に、予
め強度 2.3 W/cm2 に設定した時間超音波を照射後、サブミクロン粒子アナライザーN5
（Beckman Coulter Inc.；Brea、U.S.A.）で SZの平均粒子径を測定した。各実験条件での評価
結果は 3回～6回の照射実験の平均値と標準変差で示した。 
評価結果の検討は一元配置の分散分析（ANOVA）で有意差があることを確認した。その後、
比較目的対照群間で等分散を仮定した 2標本による t-検定を実施し、Bonferroni’s methodに
て多重調整した。 
 
 
5.3 結果 
（1）細胞障害性 
RBD 存在下での超音波照射による細胞障害性への SZの添加効果を図 5.2に示す。縦
軸は超音波照射前を 1 とした細胞生存率、横軸は細胞懸濁液（全量 3 ml）中に存在する音
響化学物質を示す。■は RBD、■は RB、□は音響化学物質無しの場合の結果を示す。また、
各条件で、超音波の有無、SZの有無も検討した。SZの添加量は 200 l、腫瘍細胞は遊離の
マウス肉腫細胞 Sarcoma 180 を使用し、細胞懸濁液中の RBDおよび RBの濃度は 100 M
とした。また、超音波の照射条件は周波数 1.92 MHz、強度 2.3 W/cm2、照射時間 15秒とし
た。 
今回の超音波照射条件では、音響化学活性物質が存在しない（□）場合の細胞生存率は、
超音波単独照射の 0.65 に対して SZ を添加した場合は 0.68 であり、SZ の添加効果はほとん
ど見られなかった。 
一方、RBDの存在下（■）での細胞生存率は、超音波と RBDのみの 0.19に対して SZを添
加した場合は0.039と1/5に低下した。本結果の t-検定でのP=2.8×10-2であり、超音波とRBD
への SZの添加は有意に細胞障害性を増強した。 
また、音響化学活性物質の種類による SZ との併用効果を RBD（■）と RB（■）で比較検討
すると、細胞生存率は RBの 0.25に対して RBDは 0.039 と 1/6であった。本結果は t-検定で
P=9.0×10-4であり、SZの添加効果は RB より RBDで有意に高かった。 
 
図 5.2で超音波による細胞障害への顕著な増強効果が見られた RBD と SZの併用への超
音波照射時間の効果を図 5.3 に●で示す。縦軸は超音波照射前を 1 とした細胞生存率、
横軸は超音波照射時間を示す。確認のために超音波単独照射（□）、超音波と SZ の併用
（△）、超音波と RBD の併用（○）の場合の結果も示す。実験条件は超音波の照射時間を 0
秒、5秒、15秒、30秒と 4条件検討した以外は図 5.2 と同じとした。 
超音波照射時間 0秒から 30秒では超音波単独照射、超音波と SZ、超音波と RBD、超音
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波と RBD と SZ、何れの条件でも超音波照射時間の延長に連れて、細胞生存率が低下する
傾向が見られた。その中で RBD と SZの併用（●）では超音波照射 5秒で細胞生存率は一
気に 0.041まで低下し、ほぼ平衡に達した。この細胞生存率は超音波単独（□）の 1/20、超
音波と SZ併用（△）の 1/17、超音波と RBD 併用（○）の 1/11 と顕著に低かった。 
超音波照射 5秒での上記 4群の ANOVAによる P=3.5×10-5であり、添加物による有意
差が確認できた。超音波と RBD と SZの併用の条件と、他の 3条件との t-検定による P値
はそれぞれ 4.2×10-4、6.2×10-4、1.8×10-4であり、いずれも Bonferroni法で多重性を調整
した有意水準 1.7×10-2未満であった。超音波と RBD と SZの併用による超音波照射時間
5 秒での細胞障害性は他の条件と比較して有意に高いと言える。SZ が存在せず、超音波
と RBDのみでは、超音波照射 30秒で SZ存在時とほぼ同等の細胞生存率に達した。すな
わち、SZ を添加することにより、細胞障害が約 6倍加速された。 
 
参考に、RBと SZの併用への超音波照射時間の効果を図 5.4に示す。実験条件はRBD
の代わりに RBを使用した以外は図 5.3 と同じとした。RBD同様、超音波と RB と SZの併用
（●）でも超音波照射 5秒で細胞生存率は低下したが、その進行は RBD と比較すると緩や
かであり、5 秒では平衡には達せず超音波照射 30 秒まで徐々に低下した。超音波照射 5
秒での細胞生存率は 0.19であり、超音波単独（□）と比較すると 1/5であったが超音波と SZ
併用（△）、超音波と RB併用（○）との比較では 1/2 弱であった。 
超音波照射 5秒での上記 4群の ANOVAによる P=1.4×10-2であり、添加物による有意
差は確認できた。超音波と RB と SZ併用の条件と、他の 3条件との t-検定による P値はそ
れぞれ 7.9×10-3、2.0×10-2、2.8×10-2であった。Bonferroni法で多重性を調整した有意水
準 P<1.7×10-2であり、超音波と SZ と RB の併用での細胞障害性は超音波単独照射と比
較すると有意に高かったが、超音波と SZ あるいは RB のみとの有意差は無かった。 
 
続いて、超音波照射による細胞障害性への SZの添加容量の効果を図 5.5に示す。縦軸
は超音波照射前を 1とした細胞生存率、横軸は細胞懸濁液（全量 3 ml）へのSZの添加容量
を示す。SZの添加を 0 l（□）、50 l（■）、100 l（■）、200 l（■）とした以外の実験条件は
図 5.2 と同じとした。 
今回の実験では、音響化学活性物質が存在しない場合、RB が存在する場合、RBD が存
在する場合の各条件内で ANOVA を実施した結果はそれぞれ、P=2.3×10-2、P=2.7×10-2、
P=3.1×10-2となった。それぞれの条件を独立で扱った場合には、SZ の添加容量が細胞生存
率に影響を与えることはわかった。また、図 5.5が示す通り、各条件での SZ容量と細胞生存率
はそれぞれ異なる傾向を示した。 
音響化学活性物質が存在しない場合は、SZの添加量が 0 l、50 l、100 l と増加するに
伴い細胞生存率は 0.65、0.47、0.40 と低下して細胞障害性が増す傾向が見られたが、200 l
の SZ添加（■）では無添加（□）と同等の細胞生存率 0.67 となった。 
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RBの存在下での細胞生存率は、SZ無添加での 0.46に対して SZを 50 l、100 l、200 l
添加した場合は、いずれも 0.26 前後に低下し、SZ の添加で細胞障害性が増強される傾向が
見られた。ただし、SZの添加量による差は見られなかった。 
また、RBDの存在下での細胞生存率は、SZ無添加（□）での 0.27に対して SZの添加量が
50 l、100 lでは 0.3前後で変化はほとんど見られなかった。しかし、SZを 200 l添加（■）
すると 0.039に低下し、細胞障害性の増強の傾向が見られた。 
 
 
図 5.2 音響化学活性物質存在下での超音波照射による細胞障害性への SZ の添加効果 
各プロットは超音波照射前を 1 とした細胞生存率を示す。平均値±標準偏差。n≧3。 
音響化学物質は□：無添加、■：RB、■：RBD。腫瘍細胞は遊離のマウス肉腫細胞 Sarcoma 180。
SZ の添加容量は 200 l。RB と RBD の濃度は 100 M。超音波の照射条件は周波数 1.92 MHz、
強度 2.3 W/cm2、照射時間 15 秒。P1=2.8×10-2、P2=9.0×10-4（t-検定）。 
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図 5.3 RBD と SZ 存在下での超音波照射による細胞障害性への超音波照射時間の影響  
各プロットは超音波照射前を 1 とした細胞生存率を示す。平均値±標準偏差。n≧3。 
●：超音波と RBD と SZ、□：超音波単独照射、△：超音波と SZ、○：超音波と RBD。腫瘍細胞は
遊離のマウス肉腫細胞 Sarcoma 180。SZ の添加容量は 200 l。RBD の濃度は 100 M。超音波の
照射条件は周波数 1.92 MHz、強度 2.3 W/cm2、照射時間 0秒、5秒、15秒、30秒。P1=4.2×10-4、
P2=6.2×10-4、P3=1.8×10-4（t-検定、Bonferroni 法での有意水準 p<1.7×10-2）。 
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図 5.4 RB と SZ 存在下での超音波照射による細胞障害性への超音波照射時間の影響  
各プロットは超音波照射前を 1 とした細胞生存率を示す。平均値±標準偏差。n≧3。 
●：超音波と RB と SZ、□：超音波単独照射、△：超音波と SZ、○：超音波と RB。腫瘍細胞は遊離
のマウス肉腫細胞 Sarcoma 180。SZの添加容量は 200 l。RBの濃度は 100 M。超音波の照射条
件は周波数 1.92 MHz、強度 2.3 W/cm2、照射時間 0秒、5秒、15秒、30秒。P=1.6×10-2（t-検定）。 
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図 5.5 超音波照射による細胞障害性への SZ 容量の影響 
各プロットは超音波照射前を 1 とした細胞生存率を示す。平均値±標準偏差。n≧3。 
SZの添加量 □：0 l、■：50 l、■：100 l、■：200 l。RB および RBD の濃度は 100 M。腫瘍細
胞は遊離のマウス肉腫細胞 Sarcoma 180。超音波の照射条件は周波数 1.92 MHz、強度 2.3 W/cm2、
照射時間 15 秒。 
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（2）SZの崩壊 
3 mlの超純水中に 10 lの SZを添加した SZ懸濁液に一定時間超音波を照射した後の SZ
の平均粒子径を図 5.6に示す。縦軸に SZの平均粒径、横軸に超音波の照射時間を示す。超
音波の照射条件は細胞障害性の検討と同じ、周波数 1.92 MHz、強度 2.3 W/cm2とした。
著音波の照射時間は 0秒、5秒、15秒、30秒とした。  
5秒の超音波照射で、SZの平均粒径は約 1,700 nmから 380 nm と初期粒径の 22％まで減
少した。超音波照射 5 秒から 30 秒の SZの平均粒径は 371±30 nm であり、SZの崩壊は 5
秒の超音波照射で平衡に達していた。超音波照射時間 4 群の ANOVA による P=3.4×10-7
であり、超音波照射による有意差は確認できた。超音波照射前と超音波照射 3 条件との間
の t-検定の結果はそれぞれ P=2.3×10-6、P=1.5×10-6、P=9.1×10-7 であり、いずれも
Bonferroni 法で多重性を調整した有意水準 1.7×10-2 未満であり、超音波照射によって、
SZの平均粒子径は有意に低下したと言える。 
 
 
図 5.6 超音波の照射時間と SZ の平均粒径 
各プロットは一定時間超音波を照射した後の SZ の粒子径を示す。平均値±標準偏差。n=5。超音
波の照射条件は周波数 1.92 MHz、強度 2.3 W/cm2、照射時間は 0 秒、5 秒、15 秒、30 秒。P1=2.3
×10-6、P2=1.5×10-6、P3=9.1×10-7（t-検定、Bonferroni 法での有意水準 p<1.7×10-2）。 
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（3）腫瘍細胞の形態学的観察 
マイクロバブル SZ の存在下での超音波照射後の腫瘍細胞の形態を偏光顕微鏡で観察し
た（図 5.7）。実験条件は細胞障害性の評価を実施した図 5.2 と同じとし、全量 3 ml の細胞懸
濁液中の SZの添加量は 200 l、RBDおよび RBの濃度は 100 M、超音波の照射条件は
周波数 1.92 MHz、強度 2.3 W/cm2とした。超音波の照射時間は各条件での細胞形態の典
型例を得るために最長の 30 秒とした。参考に無処置の細胞の写真（a）も示す。 
RBD と SZの両者の存在下で超音波を照射したマウス肉腫細胞 Sarcoma 180（d）では、広
範な膜破壊、細胞溶解および凝集が観察された。その一方でRBDを添加せず、SZのみ添加
した場合（b）は、正細胞数は若干減少していたが細胞形態は無処置（a）とほとんど変化してい
なかった。RBと SZの併用の場合（c）は SZのみ添加した場合（b）よりもさらに生存細胞数が減
少していたが、RBDの添加（d）で観察された細胞凝集は見られなかった。 
 
 
図 5.7 SZ 存在下での超音波照射による腫瘍細胞の形態変化  
各写真は以下の条件によって得られた細胞を偏光顕微鏡で観察した典型例を示す。a：無処置、b：
超音波と SZ、c：超音波と RB と SZ、d：超音波と RBD と SZ。全体量 3 mlの細胞懸濁液中の RBお
よび RBD の濃度は 100 M、SZ の添加量は 200 l。腫瘍細胞は遊離のマウス肉腫細胞 Sarcoma 
180。超音波の照射条件は周波数 1.92 MHz、強度 2.3 W/cm2、照射時間 30 秒。 
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5.4 考察 
RBDで増強された in vitroでの超音波細胞障害性は、SZを添加することにより有意に増強
され 15秒間の超音波照射後の細胞懸濁液中の腫瘍細胞の生存率は 1/5に低下した（図 5.2）。
SZの添加効果を RBD存在下と RB存在下で比較すると RBDの方が有意に高く、腫瘍細胞
の生存率は RB存在下の場合の 1/6であった。 
音響化学的がん治療における抗腫瘍効果の源であるキャビテーションについて、RBD はそ
の誘導能を有することを第 3章で確認した。一方でマイクロバブルもキャビテーションを誘導す
ることが知られている 81)。 本章で示した実験結果では、SZの添加は超音波と RBDの併用で
の細胞障害を加速する効果が見られた。細胞生存率を 5%以下とするのに、RBD と超音波の
みでは 30秒必要であったが、SZの添加により僅か 5秒に短縮された（図 5.3）。 
超音波照射後の SZ の平均粒径を計測したところ、5 秒で照射前の 22％に縮小し、平衡に
達した（図 5.6）。これは SZ を RBD と超音波と併用した際に顕著な細胞障害性が得られた時
間（5 秒）と同じであった。この結果は、SZ の崩壊が細胞障害性に影響を与えた事を示唆して
おり、崩壊した SZ が微小気泡形成の核となり、キャビテーションの生成を誘導したと推測する。
RBDは、超音波照射によって形成された気泡を適度に安定化させる 12)ため、SZによる微小気
泡の生成、RBDによる気泡の安定化でキャビテーションの生成が促進されたと考えられる。 
 
SZ のみ或いは、SZ と音響化学活性物質を併用した場合の超音波照射による細胞障害性
は、それぞれの条件を独立で扱った場合には、SZ の添加容量が細胞生存率に影響を与える
ことはわかった。しかし、各条件での SZ 容量と細胞生存率はそれぞれ異なる傾向を示した。
（図 5.5）。SZのみの場合、200 l の SZの添加は、SZ無添加と同等の細胞生存率となった。
全量 3 mlの細胞懸濁液において 7%の容量の SZ注射液の添加は懸濁液であるサンプル溶
液の特性に影響を与える閾値を超えたと推測される。溶液の表面張力が低いとキャビテーショ
ン作用が起こりにくい事が知られていることから 64)、200 lの SZの添加は、キャビテーション作
用に関与する表面張力を低下させた可能性が考えられる。 
一方で、100M の RB あるいは RBD を含む細胞懸濁液では、200 l の SZ を添加しても
細胞障害性の増強効果が見られた。RBD の出発物質である RB 水溶液は水よりも若干表面
張力が低いことが報告されており 37)、SZ を添加することにより表面張力は更に低下することが
予測される。RB 水溶液は泡沫持続時間が長く、この性質がキャビテーション誘導能の一因で
はないかとの報告もある 37)。泡を保持する性質は、RBと同等のキャビテーション誘導能を持つ
RBD も保有すると考えられ、この性質は、200 lの SZ の添加で影響を受けず、むしろ SZ添
加により、細胞障害性への相乗効果が得られたと考えられる。そしてその相乗効果はRBよりも
RBDの方が顕著であった。 
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マウス肉腫細胞 Sarcoma 180の偏光顕微鏡による形態観察より、SZとRBDの両者の存在
下での超音波の照射は、広範囲の細胞溶解、凝集および破壊を示した。いずれもキャビテー
ション誘導能と音響化学活性を併せ持つ RBの添加と RBDの添加との相違としては、腫瘍細
胞への親和性の違いが考えられ、本章と第 3章での細胞形態観察の結果は一致する。図 5.7
と図 3.10で SZの有無を比較すると、SZ を添加した図 5.7で細胞塊が分断されている様子が
観察された。SZ の添加によりキャビテーションによる化学的作用に加えて、機械的作用も加わ
ったことが示唆される。 
 
 
5.5 結言 
RBD とマイクロバブル（SZ）を組み合わせることにより、in vitro での超音波による細胞障害
性の増強効果が実証できた。 
SZ添加による増強効果は、RB よりもその腫瘍集積性誘導体である RBDで顕著であった。
RBDとSZを併用した場合、超音波照射時間僅か5秒で、超音波単独の20倍、超音波とRBD
併用の 11倍の細胞障害性が得られた。SZの平均粒径はこの 5秒の超音波照射で 22％に縮
小することも分かった。SZ は微小気泡としての役割を果たすだけでなく、自分自身が破壊され
ることにより、より多くの微小気泡を発生させ、その核としての役割も果たしていると考えられ
る。 
RBD とマイクロバブルの併用は、マイクロバブルが微小気泡の生成に、RBD が生成した気
泡の成長に寄与することで、キャビテーションの生成効率を相乗的に高めると推察される。安
定なキャビテーション生成による細胞障害性の増強は、がん細胞のみを選択的且つ確実に障
害する安全ながん治療への有効な手段と考えられる。 
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第 6章 
結 論 
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6.1 結果のまとめ 
がんの治療方法として、超音波と超音波増感剤の相乗効果を利用した音響化学治療の実
用化を目指し、本治療における抗腫瘍性の鍵となる音響キャビテーションの生成効率の向上
に化合物側からアプローチした。 
その結果、キャビテーション誘導能と音響化学活性を併せ持つ化合物 RB に腫瘍集積性を
付与した誘導体の開発に成功し、低エネルギー超音波照射でのがん治療の可能性を提示し
た。 
本研究によって得られた成果を以下にまとめる。 
 
第 2章：音響化学治療用化合物 腫瘍集積性 RBDの開発 
キャビテーション誘導能と音響化学活性（抗腫瘍活性）を有するRBに腫瘍集積性を付与す
る目的で両親媒性の化合物を分子設計し、合成した。得られた誘導体の腫瘍集積性を担が
んマウスで評価した結果、親水基である Carboxyl 基が親油基である Alkyl 鎖から分岐した置
換基を有する誘導体 RBD3 の Alkyl 鎖の長さを調節することで、腫瘍集積性 Porphyrin 系化
合物 ATX-70同等以上の腫瘍集積性の化合物が得られた（RBD3 C=14）。 
腫瘍集積性の評価においては、組織内の化合物濃度を組織から抽出することなく、組織切
片から直接測定できる、スクリーニング用の簡便な組織内濃度測定法を提示した。 
また、置換基の異なる RBD1、RBD2、RBD3の 3種類の誘導体と RBD3の Alkyl鎖長を変
えた計 6種の化合物の水および 1-Octanolへの溶解度および分配係数を評価することにより、
腫瘍集積性と両親媒性に相関関係があることを見出した。 
 
第 3章：腫瘍集積性 RBDの音響化学的特性の評価 
RBD3（n=14）のキャビテーション誘導能および音響化学活性を in vitro で評価し、RB の音
響化学特性が維持されていることを確認した。特に細胞障害作用は RB よりも向上し、同じ濃
度での殺細胞率は 1 桁向上した。また、その細胞障害には、超音波照射で生じたキャビテー
ションが RBD3を活性化し、生成した活性酸素、特に一重項酸素が関与する作用機序が示唆
された。 
なお、本章では音響化学的特性の評価系として、音響化学治療の実用化に欠かせない進
行波条件下でのキャビテーション誘導能を評価する実験系と、キャビテーションによる音響化
学活性の評価に適切な、キャビテーションを再現性良く生成する定在波条件での細胞障害作
用の評価系を提示した。 
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第 4章：腫瘍集積性 RBDを用いた音響化学治療の試み 
進行波条件下で第 2 高調波重畳法と RBD3（C=14）の併用による、マウス腫瘍への抗腫瘍
効果を検証した。その結果、無処置、超音波単独と比較して腫瘍成長の抑制が確認でき、音
響化学治療の可能性を示した。 
また、マウス腫瘍への超音波照射時に腫瘍からの分調波成分の強度および腫瘍内温度を
測定し、音響化学治療の機序はキャビテーションが誘導する化学的作用が主要因であること
を明らかにした。 
 
第 5章：マイクロバブルの添加による音響化学活性の増強 
RBD とマイクロバブル（SZ）を組み合わせることにより、in vitro での超音波による細胞障害
性の増強効果が実証できた。 
RBD と SZ を併用した場合、超音波照射時間僅か 5 秒で、超音波単独の 20 倍、超音波と
RBD併用の 11倍の細胞障害性が得られた。SZの平均粒径はこの 5秒の超音波照射で 22％
に縮小することも分かった。SZは微小気泡としての役割を果たすだけでなく、自分自身が破壊
されることにより、より多くの微小気泡を発生させ、その核としての役割も確認できた。 
RBD とマイクロバブルの併用は、マイクロバブルが微小気泡の生成に、RBD が生成した気
泡の成長に寄与することでキャビテーションの生成効率を相乗的に高め、安定なキャビテーシ
ョン生成を実現するに有効な手段と考えられる。 
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6.2 今後の展望 
音響化学治療の実用化に向けて、その鍵となる音響キャビテーションの進行波条件での安
定な生成について、本研究では化合物側からアプローチし、キャビテーション誘導能と音響化
学活性を併せ持つ RBに腫瘍集積性を付与した化合物の開発に成功した。 
音響化学活性を有する腫瘍集積性化合物は今までにも存在したが、キャビテーション誘導
剤自体が腫瘍に集積し、しかも音響化学活性も有する例は初めてである。 
進行波条件でのキャビテーションの誘導については超音波照射方法側からの研究が先行
しており、第 1章で述べたように第 2高調波重畳法、超高強度パルス波照射、Trigger pulse法
と有効性が高い技術が開発されている。 
そのような状況下での化合物側からのアプローチは、特に化合物ががんに集積することで、
治療領域をがんに局在化できることが優位点となる。腫瘍サイズの大・小、患部組織内での不
均一性、固形がん、播種がんといった多様ながんへの適用拡大が可能になるからである。 
また、キャビテーション誘導剤を使うことで、照射する超音波エネルギーを下げることが可能
となり、超音波の通過域の安全性も確保できる。超音波診断機器・診断方法の発展により、従
来超音波での画像化が困難であった身体領域も診断可能となるケースが出てきている。例え
ば、超音波内視鏡の開発は食道壁を介したアプローチで膵臓がんの早期発見に貢献してい
る。診断領域の拡大は治療可能ながんの拡大へ繋がることが期待される。 
音響化学治療を医療現場で使うには、超音波と化合物、即ち医療機器と医薬品という 2 つ
の製品承認を得る必要があり、研究開発から医療応用への間には高いハードルが存在する。
そんな中で。Trigger pulse 法と既存抗がん剤の組み合わせでの音響化学治療の臨床研究が
今年5月に開始された。本療法の有効性がヒトで確認でき、医療機器の承認という一つのハー
ドルがクリアされた先には、より安全性の高い治療、適用範囲の拡大といった治療方法の進化
に向けて化合物側からアプローチした本研究成果が必ずや貢献するものと考える。 
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